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RESUMO  
O objetivo desse trabalho foi avaliar a ocorrência de alterações na 
estrutura e organização do colágeno presente na matriz orgânica da parede 
dentinária do canal radicular de incisivos bovinos bem como, avaliar a topografia 
da matriz inorgânica desta estrutura após irrigação com hipoclorito de sódio 
5,25%, EDTA 17% e clorexidina gel 2%. Foram utilizados 60 dentes bovinos 
divididos aleatoriamente em seis grupos com 10 dentes cada: G1 – Hipoclorito de 
sódio (NaOCl) 5,25% e EDTA 17%; G2 – Clorexidina gel 2%; G3 – NaOCl 5,25%; 
G4 – EDTA 17%; G5 – Clorexidina gel 2% e EDTA 17%; G6 – Solução de cloreto 
de sódio 0,9% (Controle). Uma análise paralela foi realizada em 10 dentes onde 
nenhum tipo de procedimento foi realizado, sendo possível a obtenção dos 
parâmetros da birrefringência característica de incisivos bovinos sem 
instrumentação. As amostras experimentais foram submetidas à instrumentação e 
irrigação com as diferentes substâncias químicas auxiliares e em seguida, 
segmentadas em dois fragmentos. Um fragmento foi processado histologicamente 
utilizando o corante pricrosirius e em seguida, seu retardo óptico foi mensurado 
por meio de microscopia de polarização. O outro segmento foi preparado e 
avaliado por meio de microscopia eletrônica de varredura. Os resultados das 
mensurações dos retardos ópticos foram submetidos à análise estatística por meio 
do teste de Dunnet. Os resultados demonstraram que os grupos tratados com a 
clorexidina gel 2% e EDTA 17%, associados ou não, não obtiveram diferença 
estatisticamente significante em relação ao grupo controle. Nos grupos tratados 
com NaOCl 5,25%, associado ou não ao EDTA 17%, as médias dos retardos 
ópticos foram estatisticamente diferentes ao grupo controle. Concluindo que o 
NaOCl 5,25% provoca alterações na organização macromolecular do colágeno 
presente na matriz orgânica da dentina radicular de dentes bovinos. A análise 
realizada por meio da MEV demonstrou alterações estruturais na matriz inorgânica 
em todos os grupos em que o EDTA 17% foi utilizado.  
 
Palavras-chave: Birrefringência, colágeno, substância química auxiliar, picrosirius  
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ABSTRACT    
The aim of this study was to evaluate the change in collagen structure and 
organization present in the organic matrix of the dentine wall of the root canals of 
bovine inferior incisors as well as the topography of the inorganic matrix after 
irrigation with 5.25% sodium hypochlorite, 17% EDTA and 2% chlorexidine gel. 
Sixty bovine incisors were randomly divided into six groups of 10: G1 - 5.25% 
Sodium Hypochlorite (NaOCl) and 17% EDTA; G2 - 2% Chlorexidine gel; G3 - 
5.25% NaOCl; G4 - 17% EDTA; G5 - 2% Chlorexidine gel and 17% EDTA; G6 
(Control) - 0.9% Sodium chloride. A parallel analysis was performed with 10 teeth 
which had not been submitted to any treatment. Hence, it was possible to obtain 
parameters for the birefringence characteristic of non-instrumented inferior bovine 
incisors. Experimental samples were submitted to instrumentation and irrigation 
with different auxiliary chemical substances and then segmented in two. One 
fragment was histologically processed using picrosirius pigment. Its optical 
retardations were measured through polarization microscopy. The second fragment 
was prepared to be evaluated through scanning electron microscopy. The optic 
retardation measurement data were submitted to statistical analysis using Dunnet’s 
test. Results revealed that the groups that associated or not 2% chlorexidine gel 
and 17% EDTA were not statistically different in relation to the control group. For 
the groups which 5.25% NaOCl was used, associated or not to 17% EDTA, the 
average optic retardations were statistically different to the control group. 
Therefore, 5.25% sodium hypochlorite proved to cause alterations to the molecular 
organization of collagen present in the organic matrix of root dentine of bovine 
teeth. Scanning electron microscopy showed structural alterations of the inorganic 
matrix of all groups tested with 17% EDTA.  
 
Key words: birefringence, collagen, auxiliary chemical solutions, picrosirius  
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1 INTRODUÇÃO 
 
O selamento coronário em dentes tratados endodonticamente vem 
sendo mostrado na literatura como um procedimento fundamental para o sucesso 
do tratamento endodôntico, com a finalidade de evitar microinfiltração coronária ou 
mesmo, fraturas da coroa dental. Trabalhos de Saunders & Saunders (1994) e 
Ray & Trope (1995), recomendam a restauração imediata do dente após o término 
do tratamento endodôntico. Estes últimos autores chegam a afirmar que a 
qualidade técnica da restauração coronária seria mais importante do que a 
qualidade do tratamento endodôntico, em relação à preservação do dente na 
cavidade bucal e à saúde perirradicular.  
É importante que a restauração definitiva do dente seja realizada o mais 
rápido possível, uma vez que materiais restauradores provisórios não permitem 
um selamento adequado, favorecendo infiltração e fraturas coronárias (Zaia et al., 
2004; Zmener et al., 2004).    
Atualmente, os materiais restauradores adesivos têm sido considerados 
como os mais indicados para restaurações definitivas em substituição ao 
amálgama (Swanson & Madison, 1987; Madison et al., 1987) por serem 
esteticamente melhores e por apresentarem adesividade à superfície da dentina 
promovendo um melhor selamento.  
A utilização dos sistemas adesivos reduz significativamente a 
microinfiltração, pois evita a formação de fenda entre os materiais restauradores e 
a estrutura dentária. A adesão ocorre devido à infiltração do monômero na 
camada de colágeno exposta pelo ataque ácido, formando assim, uma camada 
híbrida capaz de reter os componentes da dentina e também de selá-la dos fluídos 
orais (Nakabayashi et al., 1982). 
O uso de agentes desinfetantes, com propriedades de quelação e 
solvente orgânico, pode alterar a estrutura do colágeno dentinário, interferindo 
diretamente na resistência de união entre o sistema adesivo e a estrutura dental, o 
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que pode vir a comprometer a qualidade e a durabilidade da restauração (Cao et 
al., 1995; Gürgan et al., 1999). 
Diversas substâncias são utilizadas durante o preparo químico-
mecânico do sistema de canais radiculares com o intuito de remover debris e 
tecido pulpar necrótico, bem como, ajudar na eliminação de microrganismos 
(Safavi et al., 1990). Dentre estas substâncias propostas para uso em Endodontia, 
destaca-se o hipoclorito de sódio, que tem sido utilizado por um longo período 
como substância química auxiliar do canal radicular, em diferentes concentrações. 
Sabe-se, porém, que o hipoclorito de sódio danifica os componentes orgânicos da 
dentina, principalmente o colágeno (Nikaido et al., 1999; Ishizuka et al., 2001; 
Morris et al., 2001).  
Outra substância que vem sendo proposta nos últimos anos para uso  
nos procedimentos endodônticos é o gluconato de clorexidina, que possui várias 
propriedades: amplo espectro de ação antimicrobiana, substantividade e baixa 
toxicidade (Vianna et al., 2004). Os benefícios alcançados com a clorexidina 
demonstram que ela pode ser uma boa substância química auxiliar para uso 
(Ferraz et al., 2001; Dametto, 2002). Apesar de não ser um solvente orgânico, 
alguns estudos demonstram que produtos à base de clorexidina podem afetar a 
adesividade de certos materiais restauradores quando utilizada como limpador 
cavitário (Tulunoglu et al., 1998).  
Recentes trabalhos têm indicado a clorexidina na forma gel como 
substância química auxiliar da instrumentação endodôntica (Ferraz et al., 2001). 
Entretanto, poucos trabalhos discorrem sobre as conseqüências do uso da 
clorexidina na forma gel em se tratando de sua influência sobre a interação entre 
dentina, adesivos e resinas utilizadas na restauração do dente após o término do 
tratamento endodôntico (Santos et al., 2006). 
Uma forma de analisar as alterações na estrutura do colágeno 
dentinário após o uso das substâncias químicas auxiliares utilizadas em 
endodontia é através da microscopia de polarização. Essa técnica laboratorial traz 
informações sobre a ultra-estrutura e a organização molecular de células e 
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tecidos. Esse tipo de microscopia óptica permite a pesquisa e a determinação das 
anisotropias ópticas, dentre elas, a birrefringência (Vidal & Mello, 1987). 
Define-se anisotropia óptica como um fenômeno de dupla refração, 
consistindo na ocorrência da divisão de um raio de luz não polarizada em dois 
componentes polarizados e com velocidades distintas, sendo pois, refletidos e 
refratados com ângulos diferentes.  
A birrefringência consiste em um efeito provocado pela anisotropia 
óptica do objeto. Assim, ocorre a partir da divisão de um raio de luz polarizada em 
dois, com velocidades distintas e portanto com distintos ângulos de refração. 
Pode-se dizer que consiste na diferença dos distintos índices de refração. Quanto 
maior essa diferença, mais birrefringente é o objeto (Vidal & Mello, 1987).  
Quando ocorre uma modificação no padrão normal de birrefringência de 
um objeto, significa que está ocorrendo uma desorganização na estrutura 
macromolecular. Sabendo-se que os feixes de colágenos apresentam uma alta 
organização e orientação macromolecular (Yu et al.,1995), torna-se interessante o 
estudo dessa propriedade no âmbito da Endodontia como uma forma de avaliar 
possíveis alterações na matriz orgânica da dentina geradas pelo uso de 
substâncias químicas auxiliares. 
 Existem poucas informações a respeito das alterações que as 
substâncias químicas auxiliares utilizadas nos procedimentos endodônticos 
possam causar ao colágeno dentinário. Estudos com esse objetivo tornam-se 
necessários para uma melhor elucidação de possíveis alterações no colágeno 
dentinário e diante de sua ocorrência, qual o grau de relevância de tal 
acontecimento.  
Esta análise torna-se imprescindível a partir do momento que propõe-se 
o selamento coronário imediato após a terapia endodôntica. Ficando a questão 
sobre o que as substâncias químicas auxiliares utilizadas durante os 
procedimentos endodônticos podem interferir no substrato dentinário em termos 
de qualidade de adesão.      
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2 REVISÃO DE LITERATURA 
 
2.1 Dentina e seus componentes 
A dentina é a porção de tecido duro do complexo dentina-polpa e forma 
o maior volume do dente. É composta quimicamente, em peso, aproximadamente 
de 70% de material inorgânico, 20% de material orgânico e 10% de água 
(adsorvida na superfície do mineral ou nos interstícios entre os cristais), e 45%, 
33% e 22%, respectivamente, por volume (Goldberg et al., 1995).  
Seu componente inorgânico consiste principalmente em hidroxiapatita e 
cerca de 91% da fase orgânica constitui-se em colágeno com inclusões fracionais 
de glicoproteínas, proteoglicanos e fosfoproteínas. Cerca de 56% da fase mineral 
(hidroxiapatita) estão contidos no colágeno (Goldberg et al., 1995, Torneck, 2001).  
 Fisicamente, a dentina é um tecido com propriedade elástica, 
importante para o próprio funcionamento do dente, por fornecer flexibilidade e 
prevenir a fratura do esmalte frágil suprajacente. A dentina e o esmalte são 
firmemente unidos na junção amelodentinária, que é observada 
microscopicamente como uma borda festonada bem-definida. Na raiz do dente, a 
dentina é coberta por cemento e a junção entre os dois tecidos é menos nítida 
(Ten Cate, 2001). 
A dentina caracteriza-se pela presença de múltiplos túbulos dentinários 
dispostos muito próximos que atravessam toda a sua espessura. Esses túbulos 
são preenchidos por extensões citoplasmáticas dos odontoblastos e fluidos 
tissulares. Os corpos celulares dos odontoblastos alinham-se ao longo da face 
interna da dentina, formando o limite periférico da polpa dentária (Bhaskar, 1989). 
Podem ser reconhecidos três tipos de dentina. A maior parte do dente é 
formada pela dentina primária, que contorna a câmara pulpar. A camada externa 
da dentina primária, chamada dentina do manto, difere do resto da dentina 
primária. A dentina do manto é a primeira dentina formada e situa-se 
imediatamente subjacente ao esmalte ou cemento. Essa primeira camada de 
dentina é formada pelos odontoblastos recém-diferenciados e possui 
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aproximadamente 150 µm de extensão. A matriz orgânica dessa porção dentinária 
consiste em substância fundamental derivada da papila dentária deficiente em 
fosforina e fibrilas colágenas grosseiras frouxamente arranjadas. Essas fibras 
encontram-se perpendiculares à junção amelodentinária. Tal matriz é ligeiramente 
(4%) menos mineralizada em relação ao restante da dentina primária, denominada 
dentina circumpulpar (Bhaskar, 1989; Torneck, 2001, Moleri et al., 2004).  
O padrão de síntese do colágeno pelos odontoblastos é idêntico ao dos 
fibroblastos, envolvendo organelas intracelulares, tais como o retículo 
endoplasmático rugoso, complexo de Golgi, vesículas secretoras e matriz 
extracelular em conjunto. As primeiras fibrilas colágenas que aparecem 
extracelularmente são grandes, apresentam de 0,1 a 0,2 µm de diâmetro e 
agregam-se a elementos amorfos da substância fundamental imediatamente 
abaixo da lâmina basal que suporta o epitélio dentário interno (Ten Cate, 2001). 
Tais fibrilas são dispostas em ângulo reto com a lâmina basal e 
entremeadas com as fibrilas aperiódicas de colágeno VII. Essas grandes fibrilas de 
colágeno, juntamente com os elementos amorfos da substância fundamental, aos 
quais estão agregadas, constituem a primeira matriz orgânica formada (Ten Cate, 
2001).  
 A dentina circumpulpar é formada após a camada de dentina do manto 
ter sido depositada e se constitui na principal parte de dentina de 
desenvolvimento. A matriz orgânica é composta principalmente de fibrilas 
colágenas, de aproximadamente 52,5 nm de diâmetro, que são orientadas em um 
ângulo reto com o longo eixo dos túbulos dentinários. Essas fibrilas estão 
envolvidas intimamente e formam uma rede entrelaçada (Goldberg et al., 1995).   
Aquela dentina formada fisiologicamente após o desenvolvimento 
completo da raiz é chamada dentina secundária. Acreditava-se que sua formação 
ocorresse apenas em resposta a um estímulo funcional, porém, ela também pode 
ser encontrada em dentes não-erupcionados. Por isso, a dentina secundária 
resulta da contínua deposição de dentina, feita mais lentamente pelos 
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odontoblastos, após a formação radicular ter-se completado (Bhaskar, 1989; Ten 
Cate, 2001). 
A dentina secundária possui um padrão incremental e uma estrutura 
tubular que, embora menos regulares, são, em sua maioria, contínuos com os da 
dentina primária. As duas apresentam a mesma proporção entre mineral e material 
orgânico. Embora a dentina secundária se deposite na periferia do espaço pulpar, 
não há uniformidade, especialmente nos dentes molares. A maior deposição de 
dentina secundária no teto e assoalho da câmara pulpar acarreta a redução 
assimétrica do tamanho e forma da câmara e cornos pulpares (Ten Cate, 2001). 
Um outro tipo de dentina é a chamada dentina terciária, também 
denominada reativa, reparativa ou dentina secundária irregular. Este tipo de 
dentina é produzida em reação a vários estímulos como atrição, cáries ou um 
procedimento restaurador do dente. Diferente da dentina primária ou secundária, 
que se forma ao longo de toda a margem dentina-polpa, a dentina terciária é 
produzida apenas pelas células diretamente afetadas pelos estímulos. A qualidade 
(ou arquitetura) e a quantidade ou grau de dentina terciária produzida relacionam-
se com a resposta celular desencadeada, que depende da intensidade e duração 
dos estímulos (Moleri et al., 2004).  
A dentina terciária pode apresentar túbulos regulares em continuidade 
com os da dentina secundária, túbulos esparsos em número e irregularmente 
arranjados, ou ausência de túbulos. Uma classificação mais recente divide a 
dentina terciária em reacional e reparadora: a primeira, depositada por 
odontoblastos preexistentes, e a última, por células semelhantes a odontoblastos 
recém-diferenciados (Ten Cate, 2001). 
 
2.1.1 Pré-dentina 
A pré-dentina consiste em uma área de características específicas 
identificada entre a dentina e a região pulpar. Trata-se de uma camada de 
espessura variável (10 a 47 µm) que limita a porção pulpar mais interna da 
dentina. Essa dentina apresenta matriz não-mineralizada e consiste principalmente 
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em colágeno tipo I e tipo II, glicoproteínas, proteoglicanos, fosforina e outros 
constituintes da matriz dentinária que são adicionados na frente de mineralização 
(Trowbridge & Kim, 2000).  
A fosforina é uma molécula altamente fosforilada e exclusiva da 
linhagem das células odontoblásticas. Ela é produzida pelo odontoblasto e 
transportada para a frente de mineralização. Sua função não é bem conhecida, 
mas acredita-se que ela se ligue ao cálcio e desempenhe um papel importante na 
mineralização (Butler et al., 1992).     
A pré-dentina é de fácil identificação nos cortes histológicos corados 
com hematoxilina e eosina, apresentando coloração menos intensa do que a 
dentina mineralizada. A pré-dentina é mais espessa onde a dentinogênese está 
ocorrendo e acredita-se que sua presença seja para manter a integridade da 
dentina, prevenindo a reabsorção dentinária pela polpa (Moleri et al., 2004).    
     
2.1.2 Túbulos dentinários e seu conteúdo   
Os túbulos dentinários estendem-se por toda a espessura da dentina da 
junção amelo-dentinária até a polpa e sua configuração indica o trajeto seguido 
pelos odontoblastos durante a dentinogenêse. Eles resultam do caminho em forma 
de S iniciado na superfície externa da dentina ao perímetro pulpar na dentina 
coronária (Bhaskar, 1989).   
Os túbulos dentinários são estruturas adelgaçadas que medem 
aproximadamente 2,5 µm no diâmetro próximo à polpa, 1,2 µm na porção média 
da dentina e 0,9 µm perto da junção amelodentinária. Na região coronária dos 
dentes molares e pré-molares jovens, seus números variam de 59.000 a 76.000 
por milímetro quadrado na superfície pulpar e aproximadamente a metade por 
milímetro quadrado próximo ao esmalte (Garberoglio & Brännström, 1976).  
Também há redução significativa na densidade média dos túbulos 
dentinários radiculares quando comparada à dentina coronária. Estudos mostram 
um aumento da densidade tubular nas paredes lingual e vestibular da polpa em 
relação às paredes mesial e distal (Torneck, 2001).  
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Os túbulos dentinários ramificam-se e estendem-se pela dentina, 
permeando-a em um sistema canalicular com numerosas anastomoses (Kaye & 
Herold, 1966). Segundo Trowbridge & Kim (2000), os túbulos laterais contendo 
ramificações dos processos odontoblásticos principais atuam como trajetos para o 
movimento dos fluidos entre os processos principais e a matriz mais distante. É 
possível também que a direção das ramificações influencie a orientação das 
fibrilas de colágeno na dentina intertubular.    
O túbulo dentinário geralmente contém o processo de um odontoblasto 
embebido em líquido tecidual, revestido por uma bainha orgânica, a lâmina 
limitante. Entretanto, há incerteza quanto à natureza exata do conteúdo do túbulo, 
assim como, dúvida quanto à extensão dos processos odontoblásticos. Alguns 
autores admitem que os processos atravessam a espessura da dentina, enquanto, 
outros não aceitam tal conceito (Sigal et al., 1984; La Fleche et al., 1985).  
Estudos anteriores (Thomas, 1979, Thomas & Carella, 1983) com 
microscópio eletrônico de varedura relataram que fibrilas colágenas ocupavam o 
espaço entre o processo odontoblástico e a parede do túbulo, sem, no entanto, 
mencionar sua extensão e distribuição. Hoje, sabe-se, que nos dentes humanos, o 
colágeno intratubular revela ser uma característica importante da dentina, com 
maior quantidade nos túbulos da dentina mais interna. Realmente, um número 
significativo de túbulos é quase totalmente preenchido com colágeno, o que pode 
impedir a presença de um processo odontoblástico e fundamentar a idéia de que a 
extensão deste processo é variável.  (Dai et al., 1991).  
As informações relacionadas ao conteúdo do túbulo, além do processo, 
do colágeno (tipos I e V) e fibrilas nervosas, indicam que os proteoglicanos, 
tenascina, fibronectina, albumina do soro, alfa 2 HS e transferina (em proporções 
diferentes das encontradas no soro), podem estar presentes (Torneck, 2001).    
 
2.2 Colágeno e suas propriedades 
Os fibroblastos são as células predominantes do tecido conjuntivo e 
como todos os tecidos da estrutura dental (exceto o esmalte), bem como, os 
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tecidos de suporte são tecidos conjuntivos, os fibroblastos possuem um papel 
importante no desenvolvimento, estrutura e função do dente (Ten Cate, 1994). 
Como o próprio nome sugere, os fibroblastos possuem a função de 
formar as fibras extracelulares do tecido conjuntivo. Além de produzir e manter a 
substância fundamental amorfa, exibir contratibilidade e motilidade, o que vem a 
determinar a organização estrutural do tecido conjuntivo, especialmente, durante a 
embriogênese (Daniel, 1984). 
  Na maioria dos tecidos conjuntivos, as macromoléculas da matriz são 
secretadas principalmente pelos fibroblastos, porém, outros tipos celulares 
também podem realizar essa função. Duas principais classes de macromoléculas 
extracelulares são produzidas pelos fibroblastos: (1) as cadeias de polissacarídeos 
de uma classe denominada glicosaminoglicanos e (2) as proteínas fibrosas, 
incluindo o colágeno, a elastina, a fibronectina e a laminina (Ten Cate, 1994). 
Durante o processo evolutivo, certas proteínas estruturais foram se 
modificando sob influências do meio ambiente e das necessidades funcionais dos 
organismos animais, desenvolvendo graus variáveis de rigidez e de resistência às 
trações. Essas proteínas são conhecidas, coletivamente, como colágenos 
(Junqueira & Carneiro, 2000).   
Os colágenos são uma família de proteínas fibrosas encontrada em 
todos os animais multicelulares. Essas proteínas são secretadas pelos fibroblastos 
e por uma grande variedade de outros tipos celulares. São as proteínas mais 
abundantes nos mamíferos, constituindo 25% da massa protéica total desses 
animais (Alberts et al., 2004). 
A principal característica de uma molécula de colágeno típica é a 
estrutura longa e rígida de sua fita tripla helicoidal. Três cadeias polipeptídicas 
formam essa fita de colágeno, denominadas cadeias α.  Essas cadeias α enrolam-
se uma nas outras formando um tipo de corda supertorcida (Murray & Keeley, 
2002). 
A unidade protéica que se polimeriza para formar fibrilas colágenas é 
uma molécula alongada denominada tropocolágeno, que mede 280 nm de 
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comprimento por 1,5 nm de espessura. As diferenças na estrutura química dessas 
cadeias são responsáveis pelos vários tipos de colágeno (Junqueira & Carneiro, 
2004). 
Os colágenos são extremamente ricos em prolina e glicina, os quais são 
importantes na formação da fita tripla helicoidal. Devido à estrutura em anel, a 
prolina estabiliza a conformação da hélice em cada cadeia α, enquanto que a 
glicina é espaçada regularmente a cada dois resíduos por toda a região central da 
cadeia α. A glicina, sendo o menor aminoácido (possui apenas um átomo de 
hidrogênio como cadeia lateral), permite que as três hélices de cadeia α se 
agrupem firmemente para formar a super-hélice final de colágeno (Eastoe,1967). 
 Até o momento, cerca de 25 cadeias α de colágeno diferentes já foram 
identificadas, cada uma codificada por um gene específico. Diferentes 
combinações desses genes são expressas em diferentes tecidos. Embora, em 
princípio, mais de 10 mil tipos de moléculas de colágeno de tripla hélice possam 
ser reunidas pelas várias combinações possíveis entre as 25 cadeias α, somente 
cerca de 20 tipos de moléculas de colágeno foram encontrados (Alberts et al., 
2004). 
Tais variações de tipos são devido à: (a) diferenças na montagem das 
cadeias básicas de polipeptídeos, (b) diferentes comprimentos da hélice, (c) 
diversas interrupções na hélice e (d) diferenças nas terminações dos domínios 
helicoidal. Muitas proteínas são compostas de unidades estruturalmente 
independentes, ou domínios, que são conectadas por seções com ordem 
estrutural de grandeza limitada dentro do mesmo polipeptídeo. Os colágenos são 
agrupados em três domínios de acordo com seu tamanho molecular e de acordo 
com a conformação das moléculas (forma fibrilar ou não) (Rodwell, 2002).  
Primeiro domínio – Fazem parte dessa categoria os colágenos tipo I, II, 
III, V e XI. Possuem um peso molecular de 95.000 kD. Agregam-se aos milhares 
de forma regular em um compartimento extracelular. As moléculas de 
tropocolágeno se agregam em unidades microfibrilares que se juntam para formar 
fibrilas. Pontes de hidrogênio e interações hidrofóbicas são importantes para a 
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união dessas unidades que, posteriormente, são reforçadas por ligações 
covalentes, catalisadas pela atividade da enzima extracelular lisil-oxidase, que 
oxida moléculas do aminoácido lisina e estabelece pontes entre elas (Junqueira, & 
Carneiro, 2000). 
Na maioria dos tecidos conjuntivos, o colágeno tipo I é predominante, 
apesar de outros tipos também estarem presentes. Quando vistas ao microscópio 
eletrônico de varredura, as fibrilas de colágeno apresentam estrias transversais 
características a cada 67 nm, refletindo a alternância regular das moléculas de 
colágeno na fibrila (Murray & Keeley, 2002). 
Segundo domínio – Fazem parte dessa categoria os colágenos tipo IV, 
VI, VII e XII. Possuem um peso molecular de 95.000 kD ou mais, contudo, não se 
reúnem em fibrilas no compartimento extracelular. De particular interesse, temos 
os colágenos tipo IV e VII. O tipo IV contêm, freqüentemente, seqüências não-
helicoidais. As moléculas associam-se para formar um feltro ou rede 
tridimensional. Consiste em um componente essencial das membranas basais, 
onde tem papel de aderência e de filtração, sendo um produto das células 
epiteliais (Ten Cate, 1994, Young & Heath, 2001). O tipo VII está presente nas 
fibrilas de ancoragem que prendem as fibras colágenas (colágeno tipo I) às 
lâminas basais do epitélio de múltiplas camadas ao tecido conjuntivo subjacente e, 
portanto, são especialmente abundantes na pele (Lisenmayer, 1991, Murray & 
Keeley, 2002, Alberts et al., 2004).  
 Terceiro domínio – Fazem parte os colágenos do tipo VIII, IX, X e XIII. 
Possuem um peso molecular menor que 95.000 kD, apresentando diversas 
interrupções na sua tripla hélice (Ten Cate, 1994). 
Os principais tipos de colágenos encontrados no tecido conjuntivo são 
os tipos I, II, III, V e XI. Como mencionado, esses são os colágenos fibrilares, ou 
colágenos formadores de fibrilas, com estrutura semelhante a uma corda. Após 
serem secretadas para o espaço extracelular, essas moléculas de colágeno 
reúnem-se em polímeros de ordem maior, denominados fibrilas de colágeno.  
Essa fibrilas são finas estruturas (10 a 300 nm de diâmetro) com centenas de 
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micrometros de comprimento nos tecidos maduros, claramente visíveis ao 
microscópio eletrônico de varredura. As fibrilas de colágeno freqüentemente se 
agregam em feixes semelhantes a cabos, muito maiores, com vários micrometros 
de diâmetro, os quais podem ser vistos ao microscópio óptico como fibras de 
colágeno (Alberts et al., 2004). 
Existem inúmeras proteínas semelhantes ao colágeno, incluindo o tipo 
XVII, que possui um domínio transmembrana sendo encontrado nos 
hemidesmossomos, e o tipo XVIII, localizado na lâmina basal dos vasos 
sangüíneos (Lisenmayer, 1991). 
 
2.2.1 Biossíntese do colágeno  
Inicialmente, admitia-se que a síntese de colágeno era restrita a um 
pequeno número de células, como os fibroblastos, osteoblastos, odontoblastos e 
condroblastos. Atualmente, sabe-se que essa atividade é generalizada e que 
muitos tipos celulares produzem colágeno como as células reticulares, células 
endoteliais e de Schwann (Junqueira & Carneiro, 2004).  
As cadeias polipeptídicas individuais de colágeno são sintetizadas pelos 
ribossomos ligados à membrana e liberados no lúmem do retículo endoplasmático 
como precursores maiores, denominados pro-cadeias-α. Esses precursores não 
somente possuem pequenos peptídeos-sinal amino-terminal necessários para 
dirigir o polipeptídeo nascente para o retículo endoplasmático, mas também 
possuem aminoácidos adicionais nas extremidades N e C terminal denominados 
propeptídeos  (Daniel, 1984). 
No lúmem do retículo endoplasmático, prolinas e lisinas selecionadas 
são hidroxiladas para formar hidroxiprolina e hidroxilisina, respectivamente, e 
algumas das hidroxilisinas são glicosiladas. Cada pro-cadeia-α combina-se com 
outras duas para formar uma molécula helicoidal de três fitas ligadas por pontes 
de hidrogênio, chamada procolágeno, que é precursora, porém maior do que o 
tropocolágeno (Daniel, 1984, Olsen, 1991). 
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As hidroxilisinas e hidroxiprolinas são raramente encontradas em outras 
proteínas animais, embora a hidroxiprolina seja abundante em algumas proteínas 
da parede celular das plantas. No colágeno, os grupos hidroxila desses 
aminoácidos formam pontes de hidrogênio intercadeias que auxiliam a estabilizar 
a hélice de fita tripla. As condições que previnem a hidroxilação da prolina, tais 
como a deficiência do ácido ascórbico (vitamina C), apresentam sérias 
conseqüências. No escorbuto, uma doença causada por uma dieta deficiente de 
vitamina C, a pro-cadeia-α sintetizada não forma a ligação estável da tripla fita 
helicoidal e é imediatamente degradada no interior da célula. Conseqüentemente, 
com a gradual perda de colágeno preexistente na matriz, os vasos sangüíneos 
tornam-se extremamente frágeis, causando mobilidade nos dentes, implicando 
que nesses tecidos a degradação e a substituição do colágeno ocorrem 
relativamente de maneira rápida (Olsen, 1991, Alberts et al., 2004). 
Após a secreção, os propeptídeos das moléculas de procolágeno 
fibrilares são removidos por enzimas proteolíticas específicas fora das células. 
Isso converte as moléculas de procolágeno em colágeno, as quais reúnem-se no 
espaço extracelular para formar uma fibrila de colágeno bem maior. O processo de 
formação das fibrilas é dirigido, em parte, pela tendência das moléculas de 
colágeno (as quais são mais de mil vezes menos solúveis que as moléculas de 
procolágeno) se auto-reunirem. As fibrilas iniciam sua formação próxima à 
superfície celular, freqüentemente nos profundos bolsos da membrana plasmática 
formados pela fusão de vesículas secretoras com a superfície celular. O 
citoesqueleto cortical subjacente pode influenciar o local, a proporção e a 
orientação da reunião das fibrilas (Olsen, 1991).     
Após a formação das fibrilas no espaço extracelular, elas são 
reforçadas pela formação de ligações covalentes cruzadas entre as lisinas das 
moléculas de colágeno. Esses tipos de ligações covalentes são encontradas 
somente no colágeno e na elastina. Se a ligação cruzada é inibida, a força tensora 
das fibrilas é drasticamente reduzida, o tecido colagenoso torna-se frágil e as 
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estruturas como a pele, os tendões e os vasos sangüíneos tendem a romper-se 
(Alberts et al., 2004). 
Após a tradução nos ribossomos, a molécula de procolágeno passa por 
diversas modificações, que são cruciais para a estrutura e as funções do colágeno 
maduro normal. Como há muitas etapas, aumenta a possibilidade de defeitos no 
processo, seja por falha enzimática ou por processos patológicos (Junqueira & 
Carneiro, 2000).  
A formação e secreção da molécula de colágeno leva em torno de 35 a 
60 minutos. Os fibroblastos sintetizam mais cadeias polipeptídicas do que 
necessário e estas cadeias em excesso são secretadas e destruídas pelas células 
lisossomais (Junqueira & Carneiro, 2004).       
 
2.2.2 Colágeno e sua presença na dentina 
O colágeno é o maior componente da dentina, perfazendo 91% do total 
da matriz dentinária, contudo, encontra-se ausente na dentina peritubular. Sua 
presença na dentina exibe propriedades físicas e químicas únicas quando 
comparado com colágenos de outros tecidos. Estas propriedades são similares às 
do colágeno ósseo, indicando uma função similar para ambos os tecidos (matriz 
para deposição de cristais de apatita). O colágeno tipo I constitui o tipo 
predominante nesta estrutura (Butler, 1992, Goldberg et al., 1995, Ten Cate, 
2001).  
As fibras colágenas do tipo I são brancas conferindo essa cor aos 
tecidos nas quais predominam. A cor branca dos tendões deve-se à riqueza em 
colágeno deste tipo. Em muitos tecidos, este tipo de colágeno aparece agrupado 
em um arranjo paralelo formando feixes. Por serem fibras longas e de trajeto 
tortuoso, sua morfologia não é de fácil estudo em cortes histológicos. Observadas 
ao microscópio óptico, as fibras colágenas do tipo I são acidófilas, corando-se de 
rosa pela técnica da hematoxilina-eosina e mostram a estriação longidudinal 
característica de tal estrutura por serem constituídas por fibrilas (Junqueira & 
Carneiro, 2004).  
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Outros tipos de colágenos também fazem parte da constituição da 
dentina. O colágeno do tipo IV apenas é encontrado no início da dentinogênese 
enquanto o tipo VI foi identificado como um componente minoritário da pré-
dentina. O colágeno tipo V foi identificado na cultura de odontoblastos e germes 
dentários, constituindo apenas 3% da produção colágena de odontoblastos 
secretados na pré-dentina. A presença do colágeno tipo III na estrutura normal da 
dentina é mais controversa, entretanto, pode ser encontrado em algumas 
condições patológicas (Goldberg, 1995, Torneck, 2001).  
As fibrilas colágenas, que tornam-se mineralizadas na transformação da 
pré-dentina em dentina, são primariamente as do tipo I, com pequenas 
quantidades do tipo V (Butler, 1992). 
O diâmetro e a arquitetura da rede fibrilar no colágeno da dentina 
podem ser influenciados pelo colágeno tipo V. Acredita-se que as moléculas desse 
colágeno formam um núcleo inicial e que de alguma forma ditam o diâmetro dos 
copolímeros das fibrilas colágenas do tipo I e V (Birk et al., 1990). Estudo de 
Niyibizi & Eyre (1994) mostram que em torno de 15% das moléculas do colágeno 
tipo V estão covalentemente ligadas ao colágeno tipo I do osso.  
De acordo com estas idéias, é observada a relação do tipo de ligação e 
a organização molecular do colágeno da dentina, devendo ser precisa essa 
relação. O que indica que as forças mecânicas provocadas pela mineralização do 
colágeno dentinário alteram a rede fibrilar. Assim, o colágeno sintetizado pelos 
odontoblastos existe em um desenho arquitetônico que é especialmente adaptado 
para a mineralização (Yamauchi et al., 1992).      
O tipo IV, presente somente na frente de dentinogênese, é identificado 
quando membranas basais são isoladas da primeira camada de dentina 
desmineralizada dos ameloblastos pré-secretores (Goldberg et al., 1995). 
 A presença do colágeno tipo III na dentina é polêmico. Autores afirmam 
que ele parece estar ausente na pré-dentina e dentina normais (Ten Cate, 1994, 
Trowbridge & Kim, 2000, Ten Cate, 2001). Contudo, estudos demonstram sua 
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presença em algumas condições patológicas como na dentinogênese imperfeita 
(dentina opalescente hereditária) (Goldberg et al., 1995). 
Estudo bioquímico e metabólico com pré-dentina de ratos confirmaram 
a presença de colágeno tipo I, bem como, a presença de colágeno tipo V e 
ausência de colágeno tipo III (Sodek & Mandell, 1982). Nagata et al. (1992) 
demonstraram a presença de pequenas quantidades de colágeno tipo III no 
conteúdo fibrilar da dentina de ratos. 
Diferente do colágeno encontrado nos tecidos moles, cofibrilas dos 
tipos I e III são, em grande parte, completamente ausentes em tecidos 
mineralizados. Este fato é considerado significativo, pois, pode-se especular que a 
presença de colágeno tipo III poderia criar uma matriz fibrilar que não permitiria ou 
não promoveria a deposição mineral (Butler & Ritchie, 1995).     
 
2.3 Influência das substâncias químicas auxiliares na dentina  
O emprego de substâncias químicas auxiliares no preparo de canais 
radiculares tem como função principal contribuir na sua limpeza, principalmente, 
no que diz respeito à sua ação sobre os componentes orgânicos, inorgânicos e 
microrganismos. São utilizadas durante a instrumentação do sistema de canais 
radiculares, desempenhando ações químicas e físicas concomitantemente com a 
ação mecânica dos instrumentos endodônticos. Também são usadas após a 
instrumentação a fim de remover a “smear layer” que se forma ao longo das 
paredes dos canais radiculares (Lopes et al., 2004).  
 
2.3.1 Hipoclorito de sódio 
Originalmente, o hipoclorito de sódio foi sugerido para o tratamento de 
feridas infectadas no início do século XX por Dakin.  Foi introduzido na Endodontia 
por Walker, em 1936, devido à sua excelente capacidade de dissolução tecidual e 
eficácia antimicrobiana e vem sendo empregado em Endodontia por mais de seis 
décadas como solução irrigadora durante o preparo químico-mecânico do sistema 
de canais radiculares. Entretanto, o hipoclorito de sódio é cáustico, irritante aos 
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tecidos periapicais e pode causar manchamento de tecidos e corrosão de 
instrumentos (Seltzer & Farber, 1994).   
O hipoclorito de sódio somente existe em solução aquosa. Neste estado 
ele origina hidróxido de sódio (base forte) e ácido hipocloroso (ácido fraco). A 
capacidade de dissolução tecidual promovida pelo hipoclorito de sódio é verificada 
pelo efeito combinado entre o hidróxido de sódio e o ácido hipocloroso, cada um 
reagindo com determinados componentes diferentes do complexo dentino-pulpar 
(Lopes et al., 2004). 
O hipoclorito de sódio reage com uma série de moléculas biológicas. 
Tais reações podem ser com aminoácidos, peptídeos e proteínas, sendo 
extensivamente estudado os seus efeitos deletérios. A ação do hipoclorito de 
sódio sobre proteínas resulta em um dano oxidativo direto, alterando as cadeias 
de aminoácidos, fragmentando as proteínas e tornando-as mais suceptíveis a 
degradação por enzimas proteolíticas (Hawkins & Davies, 1998).  
Como a dentina é composta por 20% de material orgânico, a ação do 
hipoclorito de sódio pode vir a enfraquecer sua estrutura. Acredita-se que a 
exposição da dentina à altas concentrações de hipoclorito de sódio pode reduzir 
sua resistência e resiliência, o que pode vir a comprometer sua estrutura (Sim et 
al., 2001). 
Mais recentemente, vêm sendo estudado os efeitos adversos da 
irrigação com hipoclorito de sódio em sistemas adesivos na restauração pós-
tratamento endodôntico (Nikaido et al., 1999; Ishizuka et al., 2001).  
Segundo Nikaido et al. (1999), após a utilização de irrigantes químicos 
no canal radicular, como o hipoclorito de sódio, seus resíduos e sub-produtos 
podem difundir-se na dentina ao longo dos túbulos, afetando assim a penetração 
da resina na estrutura dentinária ou a polimerização dos monômeros na matriz 
dentinária desmineralizada. Acredita-se que isso diminua a resistência de união à 
dentina.  
O hipoclorito de sódio se dissocia em cloreto de sódio e oxigênio. Este 
oxigênio pode causar uma forte inibição da polimerização na interface dos 
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materiais adesivos (Nikaido & Nakabayashi, 1988; Titley et al., 1988), assim como 
prejudicar a penetração da resina na dentina condicionada por ácido (Torneck et 
al., 1990).  
Algumas ligações moleculares encontradas no colágeno tipo I e II são 
rompidas pelo hipoclorito de sódio formando cloraminas e radicais derivados de 
proteínas (Hawkins & Davies, 1999). A presença destes radicais-livres na dentina 
deve competir com os radicais-livres vinílicos gerados durante a polimerização do 
adesivo, resultando em um fechamento prematuro da cadeia molecular do adesivo 
e polimerização incompleta (Lai et al., 2001).  
Ishizuka et al. (2001) determinaram os efeitos dos irrigantes 
endodônticos na adesão através da medição simultânea da adaptação marginal e 
da resistência ao cisalhamento. Um sistema adesivo de frasco único (Single Bond/ 
3M) e um sistema adesivo autocondicionante (Clearfil Mega Bond/ Kuraray) foram 
aplicados sobre a dentina previamente irrigada com hipoclorito de sódio 6%. 
Nesse estudo, os autores encontraram que a irrigação com NaOCl interferiu na 
resistência de união dente-resina e promoveu maior formação de fendas marginais 
quando o sistema adesivo Clearfil Mega Bond foi empregado. Uma vez que a 
substância química auxiliar foi aplicada diretamente sobre a dentina, os autores 
concluíram que o condicionamento ácido total promovido pelo Single Bond seria 
capaz de remover toda a extensão de dentina alterada pelo hipoclorito de sódio, 
justificando assim seu melhor desempenho frente ao sistema autocondicionante. 
Por essas razões, busca-se avaliar outras opções de substâncias 
químicas auxiliares eficazes e que não possuam tais efeitos adversos. 
 
2.3.2 Clorexidina 
A clorexidina vem sendo utilizada desde 1950 em diferentes 
concentrações como anti-séptico oral na forma de soluções para bochecho, 
irrigante sub-gengival, gel, pasta de dente e goma de mascar (Jenkins et al., 
1988).  
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A clorexidina é uma base forte constituída de uma bisbiguanida 
catiônica carregada positivamente, praticamente insolúvel em água. Por isso, sua 
preparação na forma de sal, o que aumenta a solubilidade da substância (Lopes et 
al., 2004). 
O gluconato de clorexidina vem sendo utilizado desde 1950, 
principalmente na Periodontia, devido ao seu amplo espectro contra bactérias 
gram-negativas e gram-positivas, sua habilidade em adsorver-se à mucosa e ao 
tecido dental com liberação prolongada gradual e em níveis terapêuticos 
(substantividade), assim como sua biocompatibilidade. Essas são algumas das 
propriedades que fizeram com que tal substância fosse introduzida como 
substância química auxiliar na terapia endodôntica, apresentando inclusive 
resultados semelhantes àqueles obtidos com o hipoclorito de sódio (Gomes et al., 
2001; Gomes et al., 2003; Santos, 2005). 
Mais recentemente, a clorexidina em base gel tem sido empregada 
como substância química auxiliar no tratamento de canais radiculares. Essa 
substância apresenta atividade antimicrobiana contra a maioria dos 
microrganismos comumente encontrados nas infecções endodônticas, além de 
constituir-se em um eficaz auxiliar do preparo mecânico do conduto radicular 
devido à capacidade de lubrificação (Ferraz et al., 2001).  
Além de possuir atividade antimicrobiana de amplo espectro, a 
clorexidina apresenta substantividade. Isto é, ela se liga à hidroxiapatita do 
esmalte ou dentina e a grupos aniônicos ácidos de glicoproteínas, sendo 
lentamente liberada à medida que sua concentração no meio decresce, permitindo 
desse modo um tempo de ação prolongado (Ferraz et al., 2001). 
A aplicação de digluconato de clorexidina 2% em superfícies dentinárias 
durante o procedimento restaurador foi sugerido na década de 70 como um 
limpador de cavidade devido à sua propriedade antibacteriana (Gjermo,1989). 
 Perdigão et al. (1994) avaliaram o efeito da aplicação de clorexidina 
sobre a superfície dentinária na resistência de união à resina composta e não 
encontraram alterações decorrentes de tal tratamento. O uso da clorexidina como 
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um limpador de cavidade não interferiu na resistência de adesão quando utilizado 
com os sistemas adesivos All-Bond 2 (Bisco Dental products). Contudo, esses 
autores chamaram atenção que a solução de clorexidina deixou debris tanto na 
superfície dentinária como dentro dos túbulos sem, no entanto, interferir na 
interface dentina-resina.   
Estudo realizado por Tulunoglu et al. (1998) verificou que o uso da 
solução de clorexidina 2% como agente desinfetante cavitário acarretou um efeito 
adverso sobre os adesivos dentinários das marcas Syntac e Prime & Bond, 
produzindo maior microinfiltração. Isto sugere a existência de uma interação 
negativa entre os desinfetantes de cavidade à base de clorexidina e alguns 
sistemas adesivos dentinários. 
 
2.3.3 Ácido etilenodiamino tetracético dissódico (EDTA) 
Em 1957, Ostby, baseado em um trabalho de Nikiforuk e Sreebny, 
indicou a solução salina de etilenodiamino tetracético dissódico (EDTA) para a 
instrumentação de canais atresiados. Esse sal, derivado de um ácido fraco, é 
capaz de promover a quelação de íons cálcio da dentina em pH alcalino (Lopes et 
al. , 2004). 
O EDTA, na sua forma de ácido, apresenta pequeno poder de 
descalcificação porque sua solubilidade em água é pequena. Conseqüentemente, 
seu poder quelante é reduzido pela impossibilidade de uma efetiva dissociação 
iônica (Baumgartner & Cuenin, 1992)  
Quando se coloca uma solução aquosa de EDTA no interior do canal 
radicular, ocorre a solubilização de uma quantidade muito pequena de moléculas 
de fosfato de cálcio, componente mineral da dentina, até que seja estabelecido o 
equilíbrio. O EDTA incorpora o cálcio por meio das ligações bivalentes do oxigênio 
existente em sua estrutura fechando-o em uma cadeia heterocíclica, o que é 
chamado de quelação. O produto resultante constitui o quelato de cálcio (Lopes et 
al., 2004). 
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O uso do EDTA dentro da terapia endodôntica possui o intuito de 
auxiliar na remoção da “smear layer”, preparando as paredes dos canais 
radiculares para uma melhor adaptação dos materiais obturadores. Para uma 
remoção efetiva dos componentes orgânicos e inorgânicos da “smear layer”, a 
associação do EDTA ao hipoclorito de sódio foi sugerida (Yamada et al., 1983). 
Baumgartner & Mader (1987) afirmam em seu trabalho que a 
combinação de EDTA ao hipoclorito de sódio causa uma dissolução progressiva 
da dentina às expensas das áreas de dentina inter e peritubular. Esses autores 
sugerem que tal efeito resulta da ação alternada do hipoclorito de sódio, que 
dissolve os componentes orgânicos da dentina, com o EDTA, que desmineraliza 
os componentes inorgânicos.  
Segundo Garberoglio & Becce (1994), além do efeito desmineralizador, 
o EDTA desnatura as fibras colágenas. Estudo de Beltz et al. (2003) demonstrou 
que o EDTA foi capaz de remover componentes orgânicos e inorgânicos da 
dentina de dentes bovinos pulverizados. Contudo, o consenso entre os estudos 
consiste na atuação do EDTA nos componentes inorgânicos da dentina.  
    
2.4 Análise da birrefringência por microscopia de polarização 
A microscopia de polarização tem sido tradicionalmente utilizada como 
uma ferramenta importante no estudo da composição de minerais, determinação 
de parâmetros ópticos de cristais, análise estrutural de fibras, dentre outras 
funções. Schmidt (1924) foi um dos autores pioneiros a aplicar a microscopia de 
polarização no estudo de estruturas biológicas. Desde então, diversos trabalhos 
fizeram uso de tal técnica com o intuito de observar a estrutura molecular de 
material biológico (Oldenbourg, 1991). 
Propriedades como dicroísmo, birrefringência e difluorescência podem 
ser observadas através da microscopia de polarização quando objetos de estudo 
são opticamente não homogêneos e suas moléculas ou outras unidades 
submicroscópicas tendem a uma orientação definida em vez de um arranjo 
aleatório (Pearse, 1972).   
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A birrefringência consiste em uma anisotropia óptica devido à diferença 
de índices de refração do objeto em estudo, o que significa uma propagação da 
luz com diferentes velocidades e em diferentes direções no corpo birrefringente. 
Alterando a propagação do feixe de luz, nota-se uma alteração no brilho 
característico do objeto visto apenas em microscopia de polarização. Um objeto 
apresenta tanto estruturas isótropas, onde qualquer direção que a luz se propague 
o fará com a mesma velocidade, como birrefringentes. Em amostras biológicas, a 
birrefringência é observada em filamentos de actina, filamentos intermediários, 
miosina e no colágeno (Vidal & Mello, 1987, Espírito Santo et al., 2006). 
A birrefringência pode ser de 2 tipos: (1) intrínseca e (2) de forma ou 
textural. A birrefringência intrínseca ocorre devido ao arranjo molecular de uma 
substância. Já a birrefringência de forma ou textural ocorre devido à orientação 
paralela de subunidades de um objeto (Pearse, 1972). 
O estudo acurado das curvas de birrefringência de forma constitui em 
um meio extremamente valioso não só para a determinação da ordem molecular 
de biopolímeros, como também para pesquisa das variações dos seus graus de 
agregação e estabilidade físico-química, como por exemplo, para resolver 
problemas de organização e fisiologia dos feixes de colágeno (Vidal & Mello, 
1987). 
A explicação sobre porque estruturas birrefringentes brilham deve partir 
da natureza do corpo birrefringente, isto é, aquele que tem dois índices de 
refração diferentes e conseqüentemente duas direções diferentes de propagação, 
que são perpendiculares uma a outra. Quando a luz polarizada entra no corpo 
birrefringente propaga-se em dois caminhos ópticos diferentes que são: (1) na 
direção do raio ordinário (este obedece as leis da refração) e (2) na direção do raio 
extraordinário (este não segue as leis da refração e propaga-se perpendicular ao 
anterior) (Gustafason, 1959, Vidal & Mello, 1987) .  
O corpo birrefringente colocado entre polarizadores deverá exibir um 
máximo de brilho quando um dos seus eixos de propagação é colocado à 45 
graus dos dois polarizadores (posição de brilho máximo).  Assim, a luz polarizada 
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sai do objeto em duas frentes de onda, após percorrê-lo. Estas duas frentes 
apresentam uma diferença de fase e, conseqüentemente, a diferença de caminho 
óptico ou retardo óptico (Figura 1). As conseqüências dessa diferença de fase 
serão as diferentes cores de interferência que o brilho da birrefringência 
apresentará (Pearse, 1972). 
 
 
                    
Polarizador 
Retardo óptico 
Corpo 
birrefringente 
Feixe de luz 
Figura 1 – Esquema ilustrativo sobre a razão   
                  de estruturas birrefringentes  
                  brilharem. 
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O uso da microscopia de polarização tem-se revelado como uma fonte 
de análise da birrefringência em fibras colágenas, por permitir uma mensuração 
acurada, interpretação e validação da alta ordem de organização de tais 
estruturas. A análise quantitativa da birrefringência constitui-se, desta forma, em 
um método útil para investigar a orientação macromolecular e a organização de 
fibras colágenas em tecidos conjuntivos (Komatsu et al., 2002, Vidal, 2003). 
Uma forma de implementar a análise dos feixes de colágeno através da 
microscopia de polarização é fazendo-se uso de corantes de tecidos conjuntivos. 
A combinação do Sirius Red F3BA com o ácido pícrico, comumente chamado 
Picrosirius, foi primeiramente descrito como um corante histológico seletivo para 
tecido conjuntivo em 1964 por Sweat e colaboradores. Quatro anos depois 
Constantine & Mowry (1968) observaram que este tipo de corante aumentava a 
birrefringência das fibras colágenas quando estudadas sob microscopia de 
polarização. 
Como as moléculas de colágeno dispõem-se ordenadamente em uma 
orientação paralela e sendo ricas em aminoácidos básicos, reagem fortemente 
com corantes ácidos. Quando o Sirius Red, um forte corante ácido, reage com as 
moléculas de colágeno, a birrefringência normal dessa estrutura é melhorada 
devido ao fato das moléculas do corante ligarem-se às fibrilas colágenas de tal 
forma que seus longos eixos ficam paralelos (Junqueira et al., 1982).   
Piérard (1989) relata que o uso do Sirius Red auxilia também na 
identificação da localização do colágeno, na classificação de desordens do tecido 
conjuntivo, para quantificar as várias interações colágeno-proteoglicanas e para 
avaliar a eficácia de tratamentos.   
  No início da década de 80, os primeiros trabalhos sobre as 
interpretações das diferentes cores que as fibras colágenas apresentavam ao 
serem coradas com picrosirius, distinguiam em cortes histológicos os colágenos 
tipo I, II e III. Quando a variação de cores girava em torno dos tons amarelo, 
laranja ou vermelho em estruturas que continham, exclusivamente, colágeno do 
tipo I como osso, derme, dentina e tendão, concluiu-se que tais cores seriam 
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específicas para este tipo de colágeno. Uma precisa caracterização do colágeno 
tipo III, entretanto, seria um pouco mais difícil, pois ele estaria sempre associado 
ao tipo I. Ainda assim, tais trabalhos sugeriram uma caracterização em tons de 
verde. O colágeno do tipo II apresentou cores variáveis, contudo, distintas das 
observadas no colágeno tipo I e III (Junqueira et al., 1978, Junqueira et al., 1979).  
Entretanto, trabalhos posteriores, incluindo estudos dos mesmos 
autores que afirmavam a correlação entre o tipo de colágeno e as cores 
apresentadas pelo corte histológico, demonstraram a não procedência de tais 
interpretações, afirmando que a diferença de cores e a intensidade da 
birrefringência estavam ligadas à espessura do corte analisado (Pérez-Tamayo & 
Monfort, 1980, Junqueira et al., 1982, Dayan et al., 1989).  
Dayan et al. (1989) afirmam ainda que a espessura das fibras não é o 
único fator envolvido na variação das cores. As cores produzidas pelo picrosirius 
nos vários tipos de colágenos e nas moléculas de procolágeno avaliadas neste 
estudo, mostraram-se similares em fibras delgadas (0,8 µm ou menos), enquanto, 
diferenças marcantes foram observadas em fibras espessas (1,6 a 2,4 µm). 
Segundo esses autores, em arranjos coesos e presumivelmente melhores 
alinhados de moléculas colágenas, a mudança para comprimentos de onda mais 
longos acompanharam o aumento de espessura em todas as amostras de 
colágenos avaliadas.  
Weatherford (1972) descreveu a coloração de mandíbulas com 
picrosirius e notou que os tecidos conjuntivos, osso, cemento e dentina coravam-
se de um vermelho brilhante. Já os tecidos pulpares e os elementos que 
constituem o sangue coravam-se de amarelo. Estudos sobre a coloração por 
picrosirius das estruturas dentárias e suas possíveis vantagens, em se tratando da 
análise dos estados normais e patológicos dos espécimes dentais, ainda são 
bastante reduzidos e não conclusivos.    
A coloração por Picrosirius parece ser bastante útil para a avaliação das 
estruturas dentárias, visto que o colágeno é o principal componente orgânico da 
dentina (Ten Cate, 2001). Uma modificação em sua birrefringência sugere uma 
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alteração ou desorganização das fibrilas de colágeno, podendo influenciar, por 
exemplo, na interação de sistemas adesivos de materiais restauradores que 
dependem do colágeno para promover a formação de uma camada híbrida 
adequada. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 26
3 PROPOSIÇÃO 
 
O presente estudo teve como objetivo avaliar a ocorrência de 
alterações na estrutura e organização do colágeno presente na matriz orgânica da 
parede dentinária do canal radicular de incisivos inferiores bovinos bem como, 
avaliar a topografia da matriz inorgânica desta estrutura após irrigação com 
hipoclorito de sódio 5,25%, EDTA 17%, clorexidina gel 2% e cloreto de sódio 
0,9%.  
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4 MATERIAL E MÉTODOS 
 
4.1 Dentes 
Foram utilizados no total 70 incisivos bovinos recém extraídos obtidos 
no Frigorífico Raja Ltda na cidade de Piracicaba, estado de São Paulo. Os dentes 
foram armazenados em solução de timol 0,2% imediatamente após a sua 
extração.   
 
4.1.1 Substâncias químicas auxiliares testadas 
9 Solução de cloreto de sódio 0,9% (JP Indústria Farmacêutica S.A., 
Ribeirão Preto, SP, Brasil) 
9 Solução de hipoclorito de sódio 5,25% (Proderma, Piracicaba, SP,   
        Brasil).  
9 Solução de EDTA 17% (Proderma, Piracicaba, SP, Brasil)  
9 Gluconato de clorexidina gel 2% (Endogel®, Essencial Farma, 
Itapetininga, SP, Brasil) 
 
4.2 Divisão dos espécimes em grupos 
Os dentes foram aleatoriamente divididos em seis grupos com 10 
dentes cada:  
9 Grupo 1 : Hipoclorito de sódio 5,25% e EDTA 17% 
9 Grupo 2: Clorexidina gel 2% 
9 Grupo 3: Hipoclorito de sódio 5,25% 
9 Grupo 4: EDTA 17% 
9 Grupo 5: Clorexidina gel 2% e EDTA 17% 
9 Grupo 6: Solução de cloreto de sódio 0,9% (Controle)  
 
Foi realizada uma análise paralela em 10 dentes onde nenhum tipo de 
procedimento foi realizado. Assim, foi possível a obtenção dos parâmetros da 
birrefringência característica de incisivos inferiores bovinos sem instrumentação. 
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Esta análise foi estabelecida por razão da ausência de informações sobre este 
aspecto.  
       
4.2.1 Preparo dos dentes dos grupos 1 a 6 
Após a coleta dos dentes, os mesmos foram separados em 7 
recipientes referentes a cada grupo contendo timol 0,2%. Cada recipiente possuía 
10 dentes cada. Os recipientes foram mantidos à temperatura de -4°C a fim de 
manter as estruturas orgânicas dos dentes intactas.  
Um a um, cada grupo foi submetido a todas as etapas de 
instrumentação e posterior fixação. Inicialmente, para a realização dos 
procedimentos propostos, o recipiente do grupo a ser manipulado foi retirado para 
o degelo dos dentes. Já descongelados, os dentes foram limpos com auxílio de 
lâminas de bisturi número 15 (Paramount, Paramount Surg Med Ltd, Chicago, IL, 
USA) e curetas periodontais (Hu-Friedy do Brasil, Rio de Janeiro, RJ, Brasil). Em 
seguida, foi realizado um vedamento do ápice radicular do dente bovino com cera 
utilidade (Wilson, Polidental Indústria e Comércio Ltda, Cotia, SP, Brasil) (Figura 
2). Realizado o vedamento, os ápices dentais foram impermeabilizados com uma 
camada de cianoacrilato (Super Bonder®-Loctite, Itapevi, SP, Brasil).  
 
 
                   
                      
 
Figura 2 – Vedamento do ápice radicular com   
                  cera utilidade. 
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Após a secagem da camada de cianoacrilato, as coroas foram 
seccionadas horizontalmente 3mm abaixo da junção amelo-cementária utilizando-
se um disco de carborundum (Vipi, Pirassununga, SP, Brasil) montado em micro 
motor de baixa rotação. 
 
4.2.2 Estabilização das amostras dos grupos 1 a 6 
Com as coroas seccionadas, as amostras foram presas a um aparato 
metálico constituído de 10 perfurações com parafusos onde cada amostra foi 
posicionada e presa, o que promoveu uma melhor estabilização das mesmas. 
Com o intuito de fixar melhor, cada amostra foi cercada utilizando cera utilidade 
(Wilson, Polidental Indústria e Comércio Ltda, Cotia, SP, Brasil) (Figura 3). 
 
 
                  
                  
 
 
  
Como complementação, utilizou-se um material de moldagem à base de 
poliéter (Impregum® Soft, 3M ESPE, Sumaré, SP, Brasil) para que a solução 
química auxiliar que posteriormente foi utilizada não afetasse a face externa da 
amostra (Figura 4).  
 
                  com cera utilidade. 
Figura 3 – Aparato metálico com as amostras presas  
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  Figura 4 – Amostras isoladas com Impregum® Soft.
 
    
 
4.2.3 Instrumentação e irrigação das amostras dos grupos 1 a 6  
Nenhuma técnica de instrumentação foi instituída nesse trabalho visto 
não ser o seu objetivo a avaliação de limpeza de parede, entretanto, cada amostra 
foi submetida à remoção do tecido pulpar e pré-dentina por meio do uso de uma 
broca de Gates-Glidden #5 (Maillefer, Ballaigues, VD, Switzerland), 
complementada por uma lima endodôntica #130 (Maillefer, Ballaigues, VD, 
Switzerland). Esta etapa não teve uma duração maior do que 5 minutos (Figura 5).  
Durante a instrumentação cada amostra foi irrigada com a substância 
química auxiliar de acordo com o grupo a qual pertenciam. Para aquelas 
pertencentes aos grupos do hipoclorito de sódio 5,25%, EDTA 17% e solução de 
cloreto de sódio 0,9%, um volume total de 10mL de cada solução foi utilizado ao 
longo do processo e para aquelas pertencentes aos grupos que continham 
clorexidina gel 2%, foi utilizado um total de 2mL da substância devido à sua 
formulação na forma de gel (Figura 5). 
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                      b 
      
 
 
 
  Figura 5 – (a) Instrumentação de cada amostra utilizando broca de Gates-Glidden # 5;    
                    (b) complementação da instrumentação de cada amostra através do uso de   
uma lima tipo K # 130.
 
Após serem submetidas à etapa da instrumentação, as amostras foram 
inundadas com a substância química auxiliar de acordo com o grupo ao qual 
pertenciam, conforme demonstrado na tabela 1: 
 
 
       TABELA 1 – Distribuição dos grupos e tempo de permanência de cada substância                          
                            química auxiliar testada.     
 
        Substância Química  
Auxiliar 
Tempo de 
permanência 
Grupo 1 Hipoclorito de sódio 5,25% e 
EDTA 17% 
30 min 
5 min 
Grupo 2 Clorexidina gel 2% 30 min 
Grupo 3 Hipoclorito de sódio 5,25% 30 min 
Grupo 4 EDTA 17% 5 min 
Grupo 5 Clorexidina gel 2% 
EDTA 17% 
30 min 
5 min 
Grupo 6 Solução de cloreto de sódio 0,9% 30 min 
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Os tempos de permanência do cloreto de sódio 0,9%, hipoclorito de 
sódio 5,25% e clorexidina gel 2% foram assim propostos com o intuito de simular 
aproximadamente o tempo clínico que estas substâncias químicas auxiliares 
permanecem em contato com a superfície da parede dentinária radicular. O que 
também justifica o menor tempo de permanência do EDTA 17% (5 minutos) visto 
sua indicação de permanência de 1 a 5 minutos (Teixeira et al., 2005).  
A substância química auxiliar foi renovada a cada 3 minutos. Utilizou-se 
para tanto, 5 mL de soro fisiológico entre cada troca para cada amostra a fim de 
remover a substância. Passado esses períodos, as amostras foram submetidas a 
uma irrigação final utilizando 10mL de soro fisiológico para a total remoção da 
substância química auxiliar.  
    Após a etapa de instrumentação, cada raiz foi cortada em seu terço 
apical utilizando disco de carborundum (Vipi, Pirassununga, SP, Brasil) a fim de 
que todas as amostras ficassem com um tamanho padrão de 14mm. Isso permitiu 
também um melhor contato da solução fixadora com a superfície das amostras.  
 As amostras foram em seguida armazenadas em formol 10% por um 
período de 48 horas. Após esse período, cada amostra foi mais uma vez 
segmentada em dois fragmentos (Figura 6) onde um foi mantido em formol 10% 
para avaliação em microscopia eletrônica de varredura e o outro foi submetido ao 
processamento histológico para avaliação em microscopia de polarização.  
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                  de polarização. 
                  posterior análise em MEV e microscopia   
Figura 6 – Segmentação em dois fragmentos para 
 
 
 
 
4.2.4 Preparo das amostras não submetidas à intervenção  
Foi realizada uma análise complementar em que 10 amostras foram 
selecionadas e não submetidas a nenhum procedimento endodôntico. Apenas os 
dentes foram limpos, as coroas e terços apicais seccionados. As amostras foram 
fixadas em formol 10% por um período de 48 horas. Seguiu-se com a 
segmentação em dois fragmentos (Figura 6) como foi realizado nos grupos 
experimentais onde um fragmento foi submetido ao processamento histológico e o 
outro mantido em formol 10% para posterior análise em MEV. Essa avaliação teve 
como objetivo a obtenção dos parâmetros característicos dos dentes bovinos 
quando analisados por meio de microscopia de polarização devido à ausência de 
informações a esse respeito.   
 
4.2.5 Processamento Histológico  
Os espécimes selecionados para avaliação por meio de microscopia de 
polarização, após o período de fixação, foram lavados em água corrente por 24 
horas e submetidos à descalcificação com uma solução de ácido nítrico 5% diluída 
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em formol 10% buscando-se uma melhor conservação das amostras (Kaye & 
Herold, 1966). Decorrido o tempo necessário para a descalcificação, as amostras 
foram lavadas em água corrente por 24 horas. Após a lavagem, as amostras foram 
mantidas em álcool 70° “overnight”, seguiu-se com 3 trocas de 1 em 1 hora de 
álcool absoluto, 1 hora em álcool-xilol, 3 trocas de 45 em 45 minutos em xilol puro, 
2 horas em banho de parafina e, por fim, inclusão em parafina.  
Cortes teciduais foram obtidos com uma espessura de 7µm, montados 
em lâminas de vidro e corados com Picrosirius. O protocolo de coloração com o 
Picrosirius segue a mesma seqüência da coloração com hematoxilina-eosina. 
Assim, as lâminas foram submetidas à dois banhos de 5 minutos cada em xilol 
puro e álcool absoluto e, posteriormente, a um banho de 5 minutos cada em álcool 
90%, álcool 70% e álcool 50%.  Foram lavadas em água corrente e permaneceram 
por 2 horas no corante Picrosirius. Após, foram novamente lavadas em água 
corrente e submetidas à banhos seqüenciais de não mais do que 10 segundos em 
álcool 70%, álcool 95%, duas vezes em álcool absoluto e por fim, mantidas em 
xilol puro por 10 minutos. Lamínulas foram montadas sobre os cortes utilizando 
bálsamo do Canadá. Foram coradas um total de 20 lâminas referentes a cada 
grupo. 
  4.2.6 Microscopia de Polarização 
Cada lâmina corada com picrosirius foi analisada através do uso do 
microscópio óptico de polarização Leica DMLP (Leica Microsystems GmbH, 
Wetzlar, Hesse, Germany) onde a área mais representativa do padrão de 
birrefringência vista foi capturada nos aumentos de 50,100, 200 e 500 vezes.  As 
imagens realizadas em microscopia de polarização foram feitas em duas posições: 
(1) posição de extinção de brilho (plano do objeto paralelo ao analisador ou ao 
polarizador) e (2) posição de brilho máximo (plano do objeto à 45° graus do 
analisador e do polarizador). Esta captura prévia teve como objetivo a observação 
de possíveis modificações morfológicas na matriz orgânica dentinária radicular dos 
incisivos bovinos. 
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Para a realização da mensuração do retardo óptico de cada grupo, foi 
escolhido o corte histológico que melhor se apresentava estruturalmente. Em cada 
corte histológico, foram escolhidas 4 áreas aleatórias para a realização da 
mensuração do retardo óptico. Para tanto, acoplou-se ao microscópio de 
polarização o condensador Brace-Köhler (Wild Leitz, Wetzlar, Hesse, Germany), 
próprio para a devida mensuração. Mesmo sendo uma escolha aleatória, buscou-
se optar por áreas referentes a cada parede da estrutura radicular.  
Os valores indicados pelo condensador, dados em ângulos, foram 
posteriormente transformados em nanômetros (nm) por meio da fórmula:  
 
52 x sen 2 x RT = Y 
 
RT – valor do retardo óptico em ângulos 
Y – valor do retardo óptico em nanômetros 
 
Com os valores do retardo óptico convertidos em nanômetros, a análise 
estatística foi realizada com o software SAS (SAS, 2001. SAS Release 8.02. SAS 
Institute Inc., Cary, NC, USA). Os dados foram submetidos à análise de variância 
(ANOVA) utilizando o procedimento GLM (General Linear Models). O fator 
utilizado no modelo foi o tipo de protocolo de irrigação da terapia endodôntica. 
   Diferenças entre os tratamentos e o controle (Grupo 6 – Solução de 
cloreto de sódio 0,9%) foram avaliadas pelo teste Dunnet unilateral. Os dados 
foram expressos por meio da diferença entre as médias e estas foram 
consideradas estatisticamente significantes a partir de p < 0,05 
 
    4.2.7 Microscopia Eletrônica de Varredura 
Os espécimes selecionados para avaliação por meio de microscopia 
eletrônica de varredura foram inicialmente lavados em água corrente por um 
período de 30 minutos para a total remoção da solução fixadora. Em seguida, foi 
realizado um sulco ao redor de toda a amostra utilizando disco flexível diamantado 
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dupla face (KG Sorensen, São Paulo, SP, Brasil). Cada amostra foi clivada 
fazendo-se uso de um cinzel cirúrgico do tipo bibizel (Golgran, Ind. e Com de 
Instrumental Odontológico Ltda, São Paulo, SP, Brasil) de forma a obter 2 
fragmentos transversalmente cortados.  
Um dos fragmentos foi montado em “stub” de forma que a área não 
atingida pelo sulco realizado previamente ficasse voltada para cima. Desta forma, 
foi possível capturar imagens em um posicionamento similar às imagens obtidas 
por meio da microscopia de polarização.  
Os “stubs” foram armazenados em estufa à 37°C por um período de 24 
horas após o que, foram submetidos ao processo de metalização (Figura 7). Os 
espécimes metalizados foram analisados através do Microscópio Eletrônico de 
Varredura JSM 5600LV (JEOL, Tóquio, Honshu, Japão) com o objetivo de realizar 
uma análise topográfica da matriz inorgânica da superfície da parede dentinária 
dos mesmos.  
                              
 
                  montado em stub.     
                  metalizado 
Figura 7 – Fragmento      
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5 RESULTADOS 
           
  5.1 Microscopia de Polarização 
            5.1.1 Padrão da birrefringência normal de incisivos bovinos 
                    (amostras não submetidas à intervenção) 
Foi feita uma avaliação em 10 amostras em que nenhum procedimento 
endodôntico foi realizado. Esse grupo permitiu observar o padrão morfológico e de 
birrefringência normal da estrutura dentinária de dentes bovinos quando analisado 
por microscopia óptica de polarização associada ao uso do corante picrosirius.  
Com a análise das imagens obtidas, pôde ser observada uma 
predominância na matriz orgânica da estrutura dentinária de colágeno tipo I, 
evidenciada pela predominância das cores vermelho e amarelo em se tratando de 
cortes histológicos com 7µm de espessura (Figura 8).  
As áreas de brilho intenso de coloração amarelada concentram-se de 
forma mais acentuada próximas à polpa dental. As áreas onde houve uma 
permanência de padrão de brilho, mesmo alterando o posicionamento da lâmina 
(alternância entre as posições de brilho máximo e extinção de brilho), são devido 
ao fato das estruturas encontrarem-se em outra direção que não ao da luz 
polarizada. Esse padrão de organização da dentina demonstra um tecido onde a 
matriz colágena não está ordenada em um único direcionamento como ocorre em 
tendões. Desta forma, não consiste em uma estrutura fortemente birrefringente 
(Figuras 8A e 8B). 
Foi possível visualizar uma área de intenso brilho na região 
correspondente a pré-dentina (Figura 8E). Realizada a mensuração do retardo 
óptico, comparativamente com outras regiões, a área correspondente à pré-
dentina apresentou valores maiores. Isto sugere que essa região consiste em uma 
área mais organizada em se tratando da matriz colágena. Observou-se também 
uniformidade da rede fibrilar, demonstrando uma matriz orgânica justaposta e 
densa.  
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5.1.2 Análise morfológica dos grupos 1 a 6  
A análise das imagens obtidas dos grupos 1, 2, 3, 4, 5 e 6 por meio da 
microscopia de polarização associada ao uso do corante picrosirius, demonstrou 
uma predominância na matriz orgânica da estrutura dentinária de colágeno tipo I, 
evidenciada pela predominância das cores vermelho e amarelo quando da 
espessura de cortes histológicos com 7µm (Figuras 9, 10, 11, 12, 13, 14). Esse 
padrão é compatível com o padrão morfológico normal previamente observado. 
As áreas de dentina apresentando intenso brilho de coloração 
amarelada concentraram-se de forma mais acentuada próximas à polpa dental, 
principalmente, nos grupos 2, 4, 5 e 6 (Figuras 10, 12, 13 e 14) em acordo com o 
padrão normal. Nos grupos 1 e 3, essas áreas de intenso brilho não são 
observadas em algumas amostras ou não demonstram um padrão de brilho similar 
às imagens dos demais grupos analisados (Figuras 9 e 11).   
  As áreas em todos os grupos experimentais onde ocorreu uma 
permanência de padrão de brilho são devido ao fato das estruturas encontrarem-
se em outra direção que não ao da luz polarizada.  
Foram visualizadas áreas brilhantes na região correspondente a pré-
dentina como podemos ver nas Figuras 10B e 13C. Em se tratando dos grupos 
onde foi utilizado a clorexidina gel 2%, EDTA 17%, associados ou não (grupos 2, 4 
e 5), foi possível observar que essas substâncias químicas auxiliares não 
interferiram no padrão organizacional da matriz orgânica visto a uniformidade da 
rede fibrilar que mantém-se justaposta.      
Áreas correspondentes à região de pré-dentina não foram observadas 
em nenhuma imagem dos grupos onde o hipoclorito de sódio 5,25% foi utilizado 
(grupos 1 e 3) (Figuras 9 e 11). O aspecto da estrutura dentinária desses grupos 
apresentam-se mais desorganizados nas áreas próximas ao canal radicular. As 
imagens demonstraram que houve perda de estrutura dentinária nessa região 
quando comparada com os demais grupos. A matriz orgânica, principalmente nas 
áreas próximas ao canal radicular, demonstrou um padrão organizacional não 
denso, frouxamente arranjada quando comparada com o padrão de normalidade 
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morfológica da estrutura dentinária bovina observada por meio de microscopia 
óptica de polarização.    
 
   5.1.3 Mensuração do retardo óptico 
 Os resultados demonstrados na Tabela 2 (Apêndice 1) indicam que os 
tratamentos que utilizaram hipoclorito de sódio 5,25%, associado ou não ao EDTA 
17%, diferiram, ao nível de 5% de significância, dos demais protocolos. O que 
demonstra que a solução de hipoclorito de sódio 5,25% altera a birrefringência do 
colágeno presente na parede dentinária radicular de incisivos inferiores bovinos, 
gerando modificações no padrão estrutural e organizacional da matriz orgânica 
desta estrutura. 
Já as substâncias químicas auxiliares, clorexidina gel 2% e EDTA 17%, 
associados ou não, demonstraram não alterar o padrão de birrefringência normal 
do colágeno desta superfície dentinária radicular observado pela não alteração do 
padrão estrutural e organizacional do colágeno presente nesta estrutura.   
 
 Tabela 2 – Valores mínimo e máximo, média, erro padrão e diferença entre as 
médias para variável retardo óptico (nm).   
Tratamento N° de  
análises 
Mínimo do 
RT 
Máximo do 
RT 
Média do RT ± erro 
padrão 
Diferença entre as 
médias 
Soro 36 13,46 33,42 20,91 ± 0,94 - 
Clorexidina + EDTA 40 16,76 42,60 30,07 ± 1,04 9,159 
EDTA 40 20,98 41,96 29,12 ± 0,75 8,203 
 Clorexidina 40 12,40 31,44 20,65 ± 0,78 - 0,266 
NaOCl 40 8,49 27,71 12,56 ± 0,50 -8,353 *** 
NaOCl + EDTA 40 7,78 14,68 10,44 ± 0,28 -10,473 *** 
*** representa diferenças estatísticas ao nível de 5% (p< 0,05) 
RT – Retardo óptico 
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Figura 8 – Padrão de birrefringência normal de incisivos bovinos – Coloração em picrosirius em 
microscopia de polarização – As amostras A, C e E em posição de brilho máximo (45° do 
plano do analisador e polarizador); Amostras B, D e F em posição de extinção de brilho (90° 
do plano do analisador ou do polarizador); Percebe-se que determinadas áreas permanecem 
com o mesmo padrão de brilho independente da angulação, o que demonstra o padrão 
desorganizado das fibras colágenas na estrutura dentinária não sendo considerada uma 
estrutura de forte birrefringência. Observa-se a presença de uma faixa de brilho mais intensa 
sugestiva de região de pré-dentina (setas) (aumento de 100x).    
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Figura 9 – Grupo 1 – Hipoclorito de sódio + EDTA 17% – Coloração em picrosirius em microscopia de 
polarização – As amostras A, C e E em posição de brilho máximo (45° do plano do analisador e 
polarizador); Amostras B, D e F em posição de extinção de brilho (90° do plano do analisador 
ou do polarizador); O aspecto da estrutura dentinária apresenta-se mais desorganizada na área 
próxima ao canal radicular. A imagem demonstra que houve perda de estrutura dentinária 
nessa região, não sendo possível observar em nenhuma amostra áreas de pré-dentina.  
Observa-se alteração da organização estrutural da matriz orgânica da dentina radicular 
(aumento de 100x).   
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Figura 10 – Grupo 2 – Clorexidina gel 2% – Coloração em picrosirius em microscopia de polarização – As 
amostras A, C e E em posição de brilho máximo (45° do plano do analisador e polarizador); 
Amostras B, D e F em posição de extinção de brilho (90° do plano do analisador ou do 
polarizador). Imagens similares ao grupo controle. Não há alteração da organização estrutural da 
matriz orgânica da dentina radicular (aumento de 100x). 
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Figura 11 – Grupo 3 – Hipoclorito de sódio – Coloração em picrosirius em microscopia de polarização – As 
amostras A, C e E em posição de brilho máximo (45° do plano do analisador e polarizador); 
Amostras B, D e F em posição de extinção de brilho (90° do plano do analisador ou do polarizador); 
O aspecto da estrutura dentinária apresenta-se mais desorganizada na área próxima ao canal 
radicular. A imagem demonstra que houve perda de estrutura dentinária nessa região, não sendo 
possível observar em nenhuma amostra áreas de pré-dentina. Observa-se alteração da 
organização estrutural da matriz orgânica da dentina radicular (aumento de 100x). 
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Figura 12 – Grupo 4 – EDTA 17% - Coloração em picrosirius em microscopia de polarização – As amostras 
A, C e E em posição de brilho máximo (45° do plano do analisador e polarizador); Amostras B, D 
e F em posição de extinção de brilho (90° do plano do analisador ou do polarizador); Percebe-se 
que algumas áreas permanecem com o mesmo padrão de brilho independente da angulação, o 
que demonstra o padrão desorganizado das fibras colágenas na estrutura dentinária não sendo 
considerada uma estrutura de forte birrefringência. Imagens similares ao grupo controle. Não há 
alteração da organização estrutural da matriz orgânica da dentina radicular podendo até mesmo 
observar imagens sugestivas da pré-dentina (seta) (aumento de 100x). 
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Figura 13 – Grupo 5 – Clorexidina Gel 2% + EDTA 17% - Coloração em picrosirius em microscopia de 
polarização – As amostras A, C e E em posição de brilho máximo (45° do plano do analisador e 
polarizador); Amostras B, D e F em posição de extinção de brilho (90° do plano do analisador ou 
do polarizador); As áreas de dentina apresentando coloração amarelo brilhante concentram-se de 
forma mais acentuada próximas a polpa dental. Não há alteração da organização estrutural da 
matriz orgânica da dentina radicular (aumento de 100x). 
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Figura 14 – Grupo 6 – Cloreto de sódio 0,9% - Coloração em picrosirius em microscopia de polarização – 
As amostras A, C e E em posição de brilho máximo (45° do plano do analisador e polarizador); 
Amostras B, D e F em posição de extinção de brilho (90° do plano do analisador ou do 
polarizador); Percebe-se que algumas áreas permanecem com o mesmo padrão de brilho 
independente da angulação, o que demonstra o padrão desorganizado das fibras colágenas na 
estrutura dentinária, não sendo considerada uma estrutura de forte birrefringência (aumento de 
100x). 
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5.2 Microscopia eletrônica de Varredura 
As fotomicrografias realizadas em microscopia eletrônica de varredura 
tiveram o objetivo de servir como parâmetros das alterações estruturais causadas 
pelas substâncias químicas auxiliares de uso endodôntico, principalmente, no que 
tange as modificações na matriz inorgânica da parede dentinária. 
 Nas amostras em que nenhuma intervenção foi realizada, foi possível 
observar a característica normal da parede dentinária com a disposição 
ligeiramente paralela dos túbulos dentinários quando vistos longitudinalmente 
(Figura 15a). Foi possível também, visualizar a disposição da pré-dentina em 
relação à dentina (Figura 15b) e, mesmo, a observação de estruturas que fazem 
parte do tecido pulpar como a presença de vasos sangüíneos (Figura 15c). 
No grupo em que a substância química auxiliar utilizada foi a solução de 
cloreto de sódio 0,9% (grupo 6), pôde-se observar a disposição ligeiramente 
paralela dos túbulos dentinários vistos longitudinalmente (Figura 16a), bem como, 
a presença de restos pulpares não removidos pela instrumentação (Figura 16b). 
As imagens são compatíveis com o padrão de normalidade.  
O grupo em que a clorexidina gel 2% foi utilizada isoladamente (grupo 
2), as imagens obtidas mostram uma característica normal da estrutura dentinária. 
O que demonstra não haver interferência desta substância química auxiliar em tal 
estrutura, sugerindo a sua biocompatibilidade com os tecidos dentais (Figura 18). 
Já no grupo onde a clorexidina gel 2% foi associada ao EDTA 17%, foi possível 
observar áreas de perda estrutural geradas pela ação desmineralizadora do EDTA 
17% (Figura 21).  
Na verdade, nos grupos em que o EDTA 17% (grupos 1, 4 e 5) foi 
utilizado, este, conhecido agente quelante, foi possível visualizar regiões de 
desmineralização próximas ao canal radicular (Figuras 17, 20 e 21), diferindo das 
imagens visualizadas do grupo controle (grupo 6) (Figura 16).    
O grupo onde o hipoclorito de sódio 5,25% foi utilizado isoladamente 
(grupo 3), não demonstra nenhum tipo de perda estrutural (Figura 19) visto por 
este tipo de microscopia. Entretanto, quando associado ao EDTA 17%, devido à 
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ação desmineralizadora desta solução, observou-se regiões de perda estrutural 
próximas ao canal radicular (Figura 17).  
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a b
FIGURA 15 – Padrão normal de incisivos inferiores bovinos – 
Fotomicrografia  em Microscópio Eletrônico de 
Varredura – (a) imagem longitudinal dos túbulos 
dentinários próximo à polpa dental mostrando 
caracteristica normal da parede dentinaria; (b) imagem 
da pré-dentina (setas); (c) imagem da penetração de 
um vaso sangüíneo na pré-dentina indo em direção à 
dentina (seta) (a – aumento 1300x / b – aumento de 
1600x / c – aumento de 2000x).    
c 
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b 
FIGURA 16 – Cloreto de sódio 0,9% (Grupo 6) – Fotomicrografia  em 
Microscópio Eletrônico de Varredura – (a) e (b) imagem 
longitudinal dos túbulos dentinários próximo à polpa 
dental mostrando caracteristica normal da parede 
dentinaria similar ao grupo controle (a – aumento de 
450x / b – aumento de 1300x). 
a 
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b 
FIGURA 17 – NaOCl 5,25% + EDTA 17% (Grupo 1) – Fotomicrografia  
em Microscópio Eletrônico de Varredura – (a) imagem 
longitudinal dos túbulos dentinários próximo à polpa dental 
mostrando a ação desmineralizadora do EDTA 17%. É 
possível observar perda de estrutura dentinária (seta); (b) 
imagem dos túbulos dentinários tanto em visão longitudinal 
como transversal demonstrando as áreas de perda 
estrutural (seta) (aumento de 1300x). 
a 
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b 
FIGURA 18 – Clorexidina Gel 2% (Grupo 2) – Fotomicrografia  em 
Microscópio Eletrônico de Varredura – (a) e (b) imagem 
longitudinal dos túbulos dentinários próximo à polpa dental 
mostrando uma estrutura similar ao observado no grupo 
controle (a – aumento de 1500x/ b – aumento de 1700x).  
a 
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a 
b 
FIGURA 19 – NaOCl 5,25% (Grupo 3) – Fotomicrografia  em Microscópio 
Eletrônico de Varredura – (a) e (b) imagens longitudinais dos 
túbulos dentinários próximo à polpa dental mostrando uma 
estrutura dentinária onde a matriz inorgânica se mostra 
similar ao grupo controle (aumento de 1300x). 
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a 
b 
 
FIGURA 20 – EDTA 17% (Grupo 4) – Fotomicrografia  em Microscópio 
Eletrônico de Varredura – (a) imagens longitudinais dos 
túbulos dentinários próximo à polpa dental mostrando uma 
estrutura dentinária onde a matriz inorgânica se mostra 
alterada devido à ação quelante do EDTA 17% (seta); (b) 
imagem da presença de “smear layer” na superfície 
dentinária (a – aumento de 800x / b – aumento de 1800x). 
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a 
b 
FIGURA 21 – Clorexidina Gel 2% + EDTA 17% (Grupo 5) – 
Fotomicrografia  em Microscópio Eletrônico de Varredura 
– (a) imagem longitudinal dos túbulos dentinários 
próximo à polpa dental mostrando  uma estrutura 
dentinária onde a matriz inorgânica se mostra alterada 
devido à ação quelante do EDTA 17% (seta) ; (b) 
imagem do deslocamento da pré-dentina mostrando, 
possivelmente, fibras colágenas entre a pré-dentina e 
dentina (seta) (aumento de 1300x).  
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6 DISCUSSÃO 
O tratamento endodôntico envolve diversas substâncias químicas 
auxiliares que têm por objetivo promover a dissolução de tecidos orgânicos ou 
necrosados, a eliminação ou máxima redução possível de microrganismos, a 
suspensão de detritos oriundos da instrumentação, bem como a remoção da 
“smear layer” formada durante a instrumentação (Seltzer & Farber, 1994). 
Entretanto, existem poucas informações a respeito das alterações que as soluções 
químicas auxiliares utilizadas em Endodontia causam ao colágeno dentinário e 
qual a relevância dessas alterações frente aos procedimentos restauradores 
futuros com materiais resinosos que dependem da qualidade do substrato 
dentinário para sua adequada adesão.  
No presente estudo foi realizado uma avaliação do padrão de 
normalidade de dentes bovinos corados com picrosirius por meio de microscopia 
de polarização, bem como a análise do padrão por microscopia eletrônica de 
varredura. Em todas as amostras avaliadas houve uma predominância dos tons de 
vermelho e amarelo vistos sob microscopia de polarização. O que condiz com a 
literatura consultada, visto que, a dentina é composta basicamente por colágeno 
tipo I. O colágeno do tipo I consiste em uma estrutura protéica que possui um 
arranjo constituído de fibrilas espessas. Devido à esse arranjo, este tipo de 
colágeno apresenta uma birrefringência intensa com variação do padrão de cores 
entre amarelo e vermelho quando em cortes histológicos de 7µm de espessura 
(Junqueira et al., 1982, Dayan et al., 1989  Goldberg et al., 1995, Ten Cate, 2001).  
Os resultados encontrados também sugerem que a dentina bovina 
consiste em uma estrutura de fraca birrefringência. Isto se dá pelo fato da 
organização macromolecular da estrutura orgânica não estar ordenada em um 
único sentido, mas sim, em diversas direções. O que foi demonstrado pela não 
modificação do padrão de brilho de algumas áreas avaliadas. Estes dados estão 
em acordo com o trabalho de Roush et al. (1988). 
A área correspondente à pré-dentina demonstrou um padrão de brilho 
intenso, sugerindo ser esta uma área mais organizada em se tratando da matriz 
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orgânica. Provavelmente, por ser uma zona não-mineralizada, não há alteração da 
rede fibrilar como ocorre nas demais áreas mineralizadas da dentina. Segundo 
Yamauchi et al. (1992), essas alterações da rede fibrilar são geradas pelas forças 
mecânicas da frente de mineralização quando da deposição dos cristais de 
hidroxiapatita e demais componentes.  
Os grupos experimentais foram definidos buscando analisar as 
possíveis alterações geradas na superfície dentinária radicular pelas substâncias 
químicas auxiliares mais utilizadas em Endodontia.  
Dentre essas substâncias, o hipoclorito de sódio destaca-se como uma 
das substâncias químicas auxiliares mais difundidas para uso na terapia 
endodôntica. Ele pode ser encontrado em diversas concentrações como 0,5%, 
1%, 2,5% ou 5,25%. Uma das propriedades apresentadas pelo hipoclorito de 
sódio consiste em sua capacidade de dissolução tecidual. A efetividade dessa 
propriedade envolve a relação entre o volume da solução e a massa de tecido. 
Quanto maior for essa relação, maior será a capacidade de dissolução do 
hipoclorito de sódio sobre os tecidos orgânicos vivos ou necrosados (Lopes et al., 
2004). Segundo Koskinen et al. (1980), existe também uma relação diretamente 
proporcional entre a concentração da solução de hipoclorito de sódio e a 
velocidade de dissolução, isto é, quanto maior a concentração da solução, mais 
rápida é a dissolução tecidual. 
Por ser um eficaz solvente orgânico, o hipoclorito de sódio causa não só 
dissolução de tecido pulpar ou necrosado, mas também uma degeneração na 
dentina pela dissolução do colágeno através da quebra das ligações entre os 
átomos de carbono, desorganizando a estrutura primária dessa proteína (Ishizuka 
et al., 2001). 
O colágeno presente na estrutura dentinária constitui o principal 
componente da matriz orgânica dessa estrutura, possuindo a função de servir 
como matriz para deposição de cristais de apatita (Butler, 1992, Ten Cate, 2001). 
Ele possui também um papel relevante na adesão de sistemas adesivos, que 
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ocorre devido à infiltração dos monômeros resinosos na camada de colágeno 
exposta pelo ataque ácido formando a camada híbrida (Nakabayashi et al., 1982). 
Com a exposição da parede dentinária dos dentes bovinos ao hipoclorito 
de sódio 5,25% por um período de 30 minutos, associado ou não ao EDTA 17%, 
foi possível observar uma desorganização morfológica da matriz orgânica 
dentinária com perda de estrutura na área próxima ao canal radicular. Esse fato 
demonstra o efeito de desnaturação protéica que esta substância gera no 
colágeno dentinário, que pôde ser confirmado pela alteração da birrefringência ao 
se mensurar o retardo óptico das amostras em que esta solução foi utilizada.  
Autores como como Ozturk et al. (2004) especularam que a redução da 
adesividade das paredes dentinárias após o uso de hipoclorito de sódio 5% seja 
devido à remoção das fibras colágenas da superfície dentinária por tal substância, 
impedindo a formação de uma camada híbrida consistente, resultando na queda 
dos valores de resistência adesiva. Com os resultados do presente trabalho, pode-
se especular que a queda dos valores de resistência adesiva, citada no trabalho 
de Ozturk et al. (2004), possa ser devida não somente a remoção das fibras 
colágenas mas também, à desorganização estrutural e organizacional das fibrilas 
remanescentes.  
Nikaido et al. (1999), ao avaliar a resistência de união de três diferentes 
tipos de sistemas adesivos aos dentes tratados endodonticamente, detectaram 
valores significativamente menores nos grupos onde os dentes haviam sido 
previamente irrigados com hipoclorito de sódio quando os adesivos Single Bond 
(3M) e Super Bond C&B (Sun Medical) foram utilizados. O sistema adesivo Clearfil 
Liner Bond II (Kuraray) não foi afetado pelas soluções químicas auxiliares 
utilizadas.  
Segundo esses autores, após a utilização de irrigantes químicos no 
canal radicular, seus resíduos e sub-produtos podem difundir-se na dentina ao 
longo dos túbulos, afetando assim a penetração da resina na estrutura dentinária 
ou a polimerização dos monômeros na matriz dentinária desmineralizada.  
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Outra hipótese sugerida para a interferência do hipoclorito de sódio na 
resistência de união de sistemas adesivos seria que algumas ligações moleculares 
encontradas no colágeno tipo I e II são rompidas por esta substância, formando 
cloraminas e radicais derivados de proteínas (Hawkins & Davies, 1999). A 
presença destes radicais-livres na dentina deve competir com os radicais-livres 
vinílicos gerados durante a polimerização do adesivo, resultando em um 
fechamento prematuro da cadeia molecular do adesivo e polimerização incompleta 
(Lai et al., 2001). 
Pela metodologia empregada nesse trabalho não é possível saber se 
essa desorganização da estrutura da superfície dentinária após o uso de 
hipoclorito de sódio 5,25% é prejudicial a qualidade do tratamento restaurador 
futuro quando da utilização de sistemas adesivos. Entretanto, além de se 
considerar todas as alterações químicas geradas pelo hipoclorito de sódio 
elucidadas por outros autores (Hawkins & Davies, 1999, Nikaido et al., 1999), 
deve-se considerar, especialmente em trabalhos futuros, que a desorganização 
estrutural possa também interferir na qualidade da camada híbrida formada. 
Recentemente a clorexidina na forma gel tem sido empregada como 
substância química auxiliar da instrumentação endodôntica. Contudo, informações 
a respeito de possíveis alterações da dentina radicular após o uso de tal 
substância ainda são escassas. 
No presente trabalho, a clorexidina gel 2%, associada ou não ao EDTA 
17%, mostrou não promover alterações na estrutura morfológica da parede 
dentinária quando visualizada por meio de microscopia de polarização, sugerindo 
que a clorexidina gel 2% é uma substância química auxiliar biocompatível, pois 
não interfere na qualidade do substrato dentinário. 
Apesar de não possuir capacidade de dissolver tecido orgânico, alguns 
pesquisadores (Meiers & Shook, 1996, Tulunoglu et al., 1998) relatam que 
produtos à base de clorexidina podem afetar ou não a adesividade de certos 
materiais restauradores. Essa interferência sugere a existência de uma interação 
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negativa entre os desinfetantes de cavidade à base de clorexidina e alguns 
sistemas adesivos dentinários. 
Estudo de Perdigão et al. (1994) avaliou os efeitos do digluconato de 
clorexidina 2% na morfologia da superfície dentinária, assim como na resistência 
de união do sistema adesivo All-Bond 2. Os resultados obtidos demonstraram que 
a solução de digluconato de clorexidina 2% não afetou a resistência de união 
desse sistema adesivo, entretanto, permitiu a deposição de debris na superfície 
dentinária e no interior do túbulos dentinários da dentina desmineralizada.     
Santos et al. (2006) mostraram em dentes bovinos que a resistência de 
união de um sistema adesivo autocondicionante à câmara pulpar não foi afetada 
pela irrigação endodôntica com solução de gluconato de clorexidina 2% associado 
ou não ao EDTA 17% e com gluconato de clorexidina gel 2% utilizado 
isoladamente. Já no grupo onde o EDTA 17% foi associado ao gel de clorexidina 
2%, a resistência de união sofreu diminuição. Contudo, esses autores afirmam que 
por não ser um agente oxidante, eles continuam a acreditar que a clorexidina não 
afeta a interação entre sistemas adesivos autocondicionantes e a dentina da 
câmara pulpar. 
Os resultados obtidos com as amostras no grupo onde o EDTA 17% foi 
utilizado isoladamente ou associado à clorexidina gel 2%, nenhum tipo de 
alteração estrutural da matriz orgânica corada com picrosirius foi observada sob 
microscopia de polarização. Contudo, trabalhos como de Çalt & Serper (2002) e 
Beltz et al. (2003), afirmam que o EDTA possui a capacidade de solubilizar não só 
componentes inorgânicos da dentina, mas também, os componentes orgânicos.  
 Essa divergência de resultados provavelmente está relacionada à 
metodologia utilizada por esses autores, já que a microscopia de eletrônica de 
varredura não é uma ferramenta adequada para avaliar alterações da matriz 
orgânica da dentina. 
 Ao avaliarmos as imagens obtidas por meio da microscopia eletrônica 
de varredura, foi possível observar regiões de perda estrutural geradas pela ação 
quelante do EDTA 17%.  Tais imagens foram observadas em todos os grupos 
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onde o EDTA 17% foi utilizado. As amostras onde o hipoclorito de sódio e a 
clorexidina gel 2% foram utilizados isoladamente, não demonstraram qualquer tipo 
de alteração estrutural da matriz inorgânica. Apesar da microscopia eletrônica de 
varredura não permitir a avaliação da matriz orgânica, não é possível afirmar que 
essa perda estrutural da matriz inorgânica não gere nenhum tipo de interferência 
na matriz orgânica visto a íntima relação desses componentes.   
O uso de incisivos bovinos para avaliar a ocorrência ou não de 
alterações na superfície dentinária são comumente utilizados como substituto de 
dentes humanos em testes de adesão entre materiais restauradores e estruturas 
dentais. Estudo de Schilke et al. (2000) buscou avaliar o número e diâmetro de 
túbulos dentinários em dentes humanos e bovinos. Os resultados obtidos 
demonstraram que, em termos de número e diâmetro de túbulos, as dentinas 
coronárias humana e bovina não demonstraram diferenças estatísticas. Contudo, 
esses autores afirmam que a dentina radicular bovina aparenta ser menos 
adequada para uso em estudos de adesão devido ao significativo número maior 
de túbulos dentinários. 
Para a realização deste estudo, as diferenças de número e diâmetro dos 
túbulos dentinários não foram consideradas relevantes, pois a proposta deste 
trabalho foi avaliar a ocorrência ou não de alterações na birrefringência do 
colágeno na estrutura orgânica da matriz dentinária frente a diferentes substâncias 
químicas auxiliares de uso endodôntico. Ainda assim, estudos futuros devem ser 
realizados utilizando dentes humanos.  
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7 CONCLUSÃO 
De acordo com os resultados obtidos e frente à metodologia 
empregada, é possível concluir que: 
a) O hipoclorito de sódio 5,25%, associado ou não ao EDTA 17%, 
provoca uma desorganização estrutural da matriz orgânica de colágeno da dentina 
radicular havendo mesmo, perda de estrutura.     
b) A birrefringência do colágeno da dentina radicular de dentes bovinos 
não foi alterada pela clorexidina gel 2% e EDTA 17%, associados ou não. 
c) A análise das imagens obtidas através da microscopia eletrônica de 
varredura demonstrou áreas de desmineralização representadas pela perda de 
estrutura dentinária nos grupos em que o EDTA 17% foi utilizado isoladamente ou 
associado. 
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APÊNDICE 1 - Análise estatística – Software SAS (2001)  
 
The MEANS Procedure 
 
                  
Trat    N Obs   Variable    Label       Minimum        Maximum         Mean      Std Error 
 
ƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒ 
 
Clorex   40      ang        ang        6.9000000     18.6000000     11.7675000   0.4770823 
                 compr      compr     12.4037398     31.4391540     20.6475716   0.7819954 
 
Controle 40      ang        ang        5.1000000     29.3000000     16.3150000   0.8429158 
                 compr      compr      9.2084065     44.3846415     27.5561858   1.2520202 
 
EDTA     40      ang        ang       11.9000000     26.9000000     17.1625000   0.5282857 
                 compr      compr     20.9843554     41.9619362     29.1168655   0.7539550 
 
NaEDTA   40      ang        ang        4.3000000      8.2000000      5.7950000   0.1552892 
                 compr      compr      7.7758379     14.6817558     10.4409756   0.2754019 
 
NaOCl    40      ang        ang        4.7000000     16.1000000      7.0075000   0.2940737 
                 compr      compr      8.4929500     27.7095664     12.5608689   0.5004386 
 
cloedta  40      ang        ang        9.4000000     27.5000000     17.9275000   0.7257444 
                 compr      compr     16.7578162     42.5959063     30.0727379   1.0457964 
 
soro     40      ang        ang        7.5000000     20.0000000     11.9611111   0.5902552 
                 compr      compr     13.4585903     33.4249557     20.9138199   0.9427887 
 
ƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒ 
 
                                        N                          Coeff of 
                        tratt         Obs   Variable   Label      Variation 
                        ƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒ 
                        Clorexidina    40   ang        ang       25.6412447 
                                            compr      compr     23.9532936 
 
                        Controle       40   ang        ang       32.6758666 
                                            compr      compr     28.7357297 
 
                        EDTA           40   ang        ang       19.4678623 
                                            compr      compr     16.3768653 
 
                        NaEDTA         40   ang        ang       16.9479775 
                                            compr      compr     16.6822980 
 
                        NaOCl          40   ang        ang       26.5413519 
                                            compr      compr     25.1977128 
 
                        cloedta        40   ang        ang       25.6031837 
                                            compr      compr     21.9939981 
 
                        soro           40   ang        ang       29.6087156 
                                            compr      compr     27.0478193 
                        ƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒƒ 
 
 
 
 
 
 
 
The GLM Procedure 
 
                                     Class Level Information 
 
           Class         Levels    Values 
 
           tratt              7    Clorexidina Controle EDTA NaEDTA NaOCl cloedta soro 
 
 
                              Number of Observations Read         280 
                              Number of Observations Used         276 
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                                         The GLM Procedure 
 
Dependent Variable: compr   compr 
 
                                                Sum of 
        Source                      DF         Squares     Mean Square    F Value    Pr > F 
 
        Model                        6     14852.90901      2475.48484      87.37    <.0001 
 
        Error                      269      7621.24350        28.33176 
 
        Corrected Total            275     22474.15251 
 
 
                        R-Square     Coeff Var      Root MSE    compr Mean 
 
                        0.660889      24.61306      5.322759      21.62575 
 
 
        Source                      DF       Type I SS     Mean Square    F Value    Pr > F 
 
        tratt                        6     14852.90901      2475.48484      87.37    <.0001 
 
 
        Source                      DF     Type III SS     Mean Square    F Value    Pr > F 
 
        tratt                        6     14852.90901      2475.48484      87.37    <.0001 
 
                                                               05:46 Tuesday, December 19, 
2006   3 
 
                                         The GLM Procedure 
 
Dependent Variable: ang   ang 
 
                                                Sum of 
        Source                      DF         Squares     Mean Square    F Value    Pr > F 
 
        Model                        6     5665.543560      944.257260      76.23    <.0001 
 
        Error                      269     3332.004556       12.386634 
 
        Corrected Total            275     8997.548116 
 
 
                        R-Square     Coeff Var      Root MSE      ang Mean 
 
                        0.629676      27.99667      3.519465      12.57101 
 
 
        Source                      DF       Type I SS     Mean Square    F Value    Pr > F 
 
        tratt                        6     5665.543560      944.257260      76.23    <.0001 
 
 
        Source                      DF     Type III SS     Mean Square    F Value    Pr > F 
 
        tratt                        6     5665.543560      944.257260      76.23    <.0001 
 
                                                               05:46 Tuesday, December 19, 
2006   4 
 
                                     
 
 
 
The GLM Procedure 
 
                              Dunnett's One-tailed t Tests for compr 
 
NOTE: This test controls the Type I experimentwise error for comparisons of all treatments 
against 
                                            a control. 
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                              Alpha                             0.05 
                              Error Degrees of Freedom           269 
                              Error Mean Square             28.33176 
                              Critical Value of Dunnett's t  2.29345 
 
 
                 Comparisons significant at the 0.05 level are indicated by ***. 
 
 
                                             Difference 
                          tratt                 Between     Simultaneous 95% 
                       Comparison                 Means     Confidence Limits 
 
                cloedta     - soro                9.159    -Infinity   11.963 
                EDTA        - soro                8.203    -Infinity   11.008 
                Clorexidina - soro               -0.266    -Infinity    2.538 
                NaOCl       - soro               -8.353    -Infinity   -5.548  *** 
                NaEDTA      - soro              -10.473    -Infinity   -7.668  *** 
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